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RÉSUMÉ 
Les oiseaux de petite taille comme les passériformes sont des organismes 
endothermes, c’est à dire capables de produire une chaleur endogène indépendamment de la 
température du milieu environnant, contrairement aux espèces ectothermes. Cette capacité 
leur permet de vivre en hiver dans les latitudes nordiques, supportant ainsi un important 
refroidissement de la température ambiante tout en maintenant leur température interne 
élevée. Ceci est cependant un défi énergétique de taille étant donné l’importante perte de 
chaleur causée par ces conditions externes et favorisée par leur petite taille. Deux 
mécanismes principaux ont jusqu’alors été avancés pour expliquer comment ces oiseaux 
répondent à ce besoin de thermogenèse accru en hiver: la thermogenèse par frissonnement 
musculaire ou la thermogenèse sans frissonnement, induite par des cycles métaboliques 
futiles favorisant une production de chaleur. Le frissonnement est reconnu comme étant le 
mécanisme universel de thermogenèse chez les oiseaux et les mammifères. Ceci fait donc 
des muscles un acteur majeur dans la réponse thermogénique au froid. C’est pourquoi, la 
variation de masse de cet organe a été fréquemment étudiée dans un contexte 
d’acclimatation au froid. Une augmentation de la masse des muscles a été plusieurs fois 
observée et associée à l’augmentation de la capacité de thermogenèse. Cependant, des 
évidences récentes issues de plusieurs études suggèrent l’existence d’une augmentation de 
cette capacité sans développement parallèle de la masse musculaire chez des passereaux 
acclimatés au froid. Cette incohérence au sujet du rôle de la masse des muscles dans 
l’augmentation de la capacité thermogénique remet en question la nécessité du 
développement musculaire dans la réponse au froid et suggère qu’il y aurait d’autres 
mécanismes en jeu.  
Nous avons ainsi émis l’hypothèse, dans le chapitre 1 que, même si une musculature 
développée peut être avantageuse en terme de production de chaleur indépendamment de la 
température, le développement de la masse musculaire n’est pas un prérequis à une 
amélioration de la capacité thermogénique pendant l’acclimatation au froid chez les 
oiseaux. Nos résultats ont confirmé cette hypothèse, révélant une capacité de thermogenèse 
(Msum) de 20% supérieure chez des mésanges à tête noire (Pœcile atricapillus) acclimatées 
en captivité au froid (–10°C), comparativement à celles acclimatées à thermoneutralité 
(27°C), ceci en l’absence d’une augmentation de la masse des muscles squelettiques au 
froid. Nous avons donc conclu qu’un gain de masse musculaire n’est pas un prérequis 
obligatoire à l’acquisition d’une meilleure endurance au froid, bien que les individus avec 
une musculature plus développée aient été avantagés pour la thermogenèse par 
frissonnements indépendamment de la température. L’acquisition d’une meilleure capacité 
à produire de la chaleur se ferait potentiellement au moyen d’un ajustement de l’intensité 
métabolique des tissus, probablement musculaires, au travers de l’activation de fonctions 
cellulaires. 
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Dans le chapitre 2, nous avons fait l’hypothèse que l’augmentation de la capacité à 
produire de la chaleur lors de l’acclimatation au froid chez les oiseaux de petite taille 
impliquerait une hausse de la fuite de protons et/ou de la phosphorylation oxydative et que 
ces ajustements mitochondriaux pourraient être réalisés soit par un changement quantitatif 
(densité en mitochondries) soit/et par un ajustement qualitatif (propriétés intrinsèques des 
mitochondries) des mitochondries. La mitochondrie est en effet un élément prépondérant 
dans le métabolisme énergétique, puisqu’elle est le siège de près de 90% de la respiration 
cellulaire. Une partie de cette respiration correspond à la phosphorylation oxydative et à la 
respiration induite par un cycle futile, la fuite de protons au niveau de la membrane interne 
des mitochondries. La phosphorylation oxydative génère des molécules énergétiques 
d’ATP et de la chaleur alors que la fuite de protons ne génère que de la chaleur. Ces deux 
mécanismes pourraient par conséquent être stimulés en réponse au froid afin de répondre au 
besoin de thermogenèse. L’hypothèse de ce 2ème chapitre a été partiellement confirmée. 
Nous avons démontré que les fonctions mitochondriales diffèrent quantitativement et 
qualitativement en réponse à l’acclimatation au froid des mésanges. Cependant, seulement 
certaines de ces fonctions co-varient avec la capacité thermogénique et les coûts de 
maintenance basale et selon un patron qui dépend de la température d’acclimatation et de la 
masse corporelle. Par conséquent, bien que les mécanismes exacts à l’origine d’une 
meilleure capacité à produire de la chaleur en réponse au froid nécessite clarification, notre 
étude suggère que cette capacité est néanmoins associée à des ajustements du métabolisme 
mitochondrial. 
 
 
 
 
Mots-clés : acclimatation, froid, muscles, thermogenèse, respiration mitochondriale, 
oiseaux, fuite de protons. 
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ABSTRACT 
Birds of small body size, such as passerines, are endothermic organisms, and thus are 
able to produce body heat endogenously and independently from variation in ambient 
temperature. This capacity allows them to winter at northern latitudes and withstand cold 
environments while preserving a high body temperature. This, however, represents a major 
energetic challenge given that their small body size accentuates heat loss. Two main 
mechanisms are thought to explain how small birds respond to the thermogenic 
requirements of winter: thermogenesis through muscular shivering or non-shivering 
thermogenesis, induced by futile metabolic cycles, which would improve heat production. 
Shivering is considered the universal thermogenic mechanism in mammals and birds. This 
makes skeletal muscles a major player in thermogenic responses to cold.  Increases in 
skeletal muscle mass have indeed often been found to correlate with improvements of 
thermogenic capacity. However, recent evidences from different studies suggests that 
thermogenic capacity can be improved in response to cold without parallel muscle mass 
development in passerines. This discrepancy on the assumed role of muscle mass 
adjustments in improving thermogenic capacity challenges the common perception that 
birds must increase the size of their skeletal muscles during cold acclimatization and 
suggests that other mechanisms are involved.  
We have hypothesized in chapter 1 that, while larger muscles may benefit birds in 
terms of heat production independently from ambient temperature, an increase in muscle 
mass is not a prerequisite to improve thermogenic capacity during cold acclimation. Our 
results confirmed this hypothesis and showed that captive black-capped chickadees 
(Poecile atricapillus) living in the cold (-10°C) had a 20% higher thermogenic capacity 
(Msum) than individuals acclimated to thermoneutrality (27°C) while skeletal muscle mass 
did not differ between treatments. We therefore concluded that muscle mass development is 
not an obligatory prerequisite for improving cold endurance, although individuals with 
larger muscles at both temperature did produce more heat by shivering. Improving heat 
production capacity could potentially be achieved by adjusting tissue metabolic intensity, 
likely in the muscles, through the activation of cellular functions.  
In chapter 2, we hypothesized that small birds could be improving heat production 
capacity in the cold through increased proton leakage and / or oxidative phosphorylation 
and that these mitochondrial adjustments would involve quantitative (mitochondrial 
density) and / or qualitative adjustments (intrinsic properties) of the mitochondria. The 
mitochondrion is indeed a preponderant element in energy metabolism, since it is 
responsible for nearly 90% of cellular respiration. Part of this respiration results from 
oxidative phosphorylation and from respiration induced by a futile cycle, the leak of 
protons at the mitochondria inner membrane. Oxidative phosphorylation generates ATP 
energy molecules and heat while proton leakage generates only heat. Both mechanisms 
could therefore be up-regulated in response to cold in order to meet the need for 
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thermogenesis. The hypothesis of this second chapter has been partially confirmed. We 
have demonstrated that mitochondrial functions differ quantitatively and qualitatively in 
response to cold acclimation in chickadees. However, only some of these functions co-vary 
with thermogenic capacity and basal maintenance costs, with patterns depending on 
acclimation temperature and body mass. Therefore, although the exact mechanisms leading 
to improvement in heat production in response to cold still requires clarification, our study 
suggests that this ability is nevertheless associated with adjustments of mitochondrial 
metabolism. 
 
 
 
 
Key words: acclimation, cold, muscles, thermogenesis, mitochondrial respiration, birds, 
proton leak. 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
I.1 L’endothermie chez les Vertébrés 
I.1.1 Caractéristiques générales 
L’endothermie est un trait caractéristique de deux groupes majeurs de vertébrés, les 
mammifères et les oiseaux. Ces organismes sont dit endothermes car ils produisent leur 
propre chaleur interne par des mécanismes métaboliques, chaleur qu’ils sont capables de 
conserver ou de libérer (McNab, 2002; Grigg et al., 2004; Clavijo-Baquet et Bozinovic, 
2012). La température corporelle chez les mammifères et les oiseaux est en moyenne 
comprise entre 36 et 42°C (Hochachka et Somero, 2002; Ivanov, 2006). Dans une gamme 
limitée de températures ambiantes nommée zone de thermoneutralité et délimitée par la 
température critique minimale et maximale, la dépense énergétique au repos est 
indépendante de la température extérieure (Silva 2003; Hill et al., 2004). La dépense 
énergétique augmente lorsque la température ambiante est en dessous ou au-dessus des 
limites de cette zone de thermoneutralité: des mécanismes de thermorégulation sont alors 
mis en marche, soit pour diminuer la température corporelle si l’organisme tend vers 
l’hyperthermie, soit pour l’augmenter si elle tend vers l’hypothermie.  
Par l’endothermie, ces organismes se sont affranchis d’une dépendance thermique à 
leur environnement, contrairement aux vertébrés ectothermes dont la chaleur corporelle 
dépend des apports extérieurs (Huey et Berrigan, 2001; Angilletta et al., 2010). Cette 
stratégie leur a donc donné la capacité de s’adapter à un éventail plus large 
d’environnements thermiques et ainsi la possibilité d’occuper une diversité géographique 
plus grande (Bennett et Ruben, 1979). Ils peuvent exploiter des environnements où la 
température ambiante est par exemple en dessous du point de congélation des fluides 
2 
 
 
corporels et ce sur une période prolongée. Par ailleurs, la température interne étant plus 
élevée, les enzymes sont plus efficaces et les réactions biochimiques s’effectuent plus 
rapidement (Hochachka et Somero, 2002; Koteja, 2004). Cela induirait par conséquent une 
capacité aérobie supérieure, autorisant chez les endothermes un niveau d’activité plus élevé 
(Bennett et Ruben, 1979): il est alors possible d’être actif la nuit, d’assimiler plus 
rapidement les nutriments, de se déplacer à une plus grande vitesse et donc de mieux 
échapper aux prédateurs et trouver plus rapidement des ressources alimentaires (Bennett, 
1991; Grigg et al., 2004).  
Tous les endothermes ne sont pas homéothermes et certains sont hétérothermes, c’est 
à dire que leur température interne peut varier de plusieurs degrés contrairement aux 
homéothermes dont la température demeure préservée dans une gamme étroite (Hochachka 
et Somero, 2002). Les humains sont par exemple des endothermes homéothermes puisque 
leur température corporelle demeure pratiquement constante (variation de 1 à 2° entre la 
nuit et le jour). En revanche, le dromadaire (Camelus dromedarius), en l’absence de stress 
thermique, présente une température interne journalière variant avec une amplitude de 2°C 
(homéothermie) mais lors d’une forte chaleur, il peut supporter une hyperthermie contrôlée, 
laissant sa température augmenter de 6°C (hétérothermie) (Bouâouda et al., 2014). Le 
champion sans conteste dans ce domaine est l’oryx (Oryx leucoryx) avec une variation de 
température interne allant de 1.5 à 7.5°C durant le jour (Ostrowski et al., 2003). 
L’hétérothermie est également utilisée chez les mammifères qui hibernent et les oiseaux qui 
utilisent la torpeur ou l’hypothermie pour économiser leurs réserves énergétiques (Geiser et 
Ruf, 1995). 
 
I.1.2 Défis de l’endothermie 
En résumé, un endotherme est caractérisé par sa capacité à produire et maintenir une 
chaleur interne à une certaine température, ceci quelles que soient les conditions extérieures 
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et évidemment dans les limites de sa capacité physiologique. Bien que cette stratégie 
adaptative s’accompagne d’avantages physiologiques majeurs, elle est également coûteuse 
en énergie. Ainsi, la dépense énergétique au repos des mammifères et des oiseaux est de 5 à 
10 fois supérieure à celle des ectothermes pour une même masse corporelle et une même 
température ambiante (Nagy et al., 1999; Gillooly et al., 2001; Hill et al., 2004; Ivanov, 
2006). Les endothermes, et surtout les homéothermes, doivent donc dépenser une grande 
partie de leur énergie dans la thermorégulation quand ils sont confrontés à de nettes 
variations de températures. Par exemple, la température ambiante peut varier drastiquement 
avec des écarts de plus de 30°C entre le jour et la nuit dans les milieux désertiques chauds 
qui abritent des espèces endothermes tel que le sirli du désert (Alaemon alaudipes) 
(Williams et Tieleman, 2000). En milieu marin, à cause de la conductivité thermique élevée 
de l’eau, une vingtaine de fois plus élevée que celle de l’air, les mammifères et les oiseaux 
doivent lutter contre une perte de chaleur constante et élevée, particulièrement lorsqu’ils se 
déplacent entre les eaux superficielles et les eaux plus profondes qui sont plus froides car 
moins exposées aux infrarouges (Kruuk et al., 1994; Liwanag et al., 2009; Liwanag, 2010; 
Teulier et al., 2012; Lewden et al., 2017). D’autre part, les espèces habitants dans des zones 
géographiques soumises à une saisonnalité marquée subissent des réajustements 
physiologiques plusieurs fois dans l’année afin de maintenir une température interne 
fonctionnelle. C’est le cas tout particulièrement lorsque cette saisonnalité comprend un 
hiver rigoureux avec des températures ambiantes descendant en dessous de 0°C. La 
contrainte thermique est alors plus longue que dans les cas qui viennent d’être cités 
précedemment.  
Les mammifères ont à ce propos deux façons principales de supporter l’hiver. Ceux 
de grande taille restent pour la plupart actifs car ils bénéficient d’un ratio surface sur 
volume faible qui favorise la rétention de la chaleur (Schmidt-Nielsen, 1984). Ajouté à cela, 
les individus de grande taille ont un pelage plus fourni et une couche de tissu adipeux 
résultant de l’engraissement hivernal, augmentant ainsi l’isolation et donc la rétention de la 
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chaleur (Hart, 1956; Heldmaier, 1989; Alexander et al., 2015). Plus fréquente chez les 
mammifères de petite taille, la torpeur journalière (moins de 24h) ou l’hibernation 
(plusieurs jours ou semaines) consiste toutes deux à réduire les besoins énergétiques en 
ralentissant le métabolisme et ainsi en baissant la température interne en dessous de la 
température de consigne pour laquelle l’organisme peut être actif (Heldmaier et Ruf, 1992; 
Geiser et Ruf, 1995; Heldmaier et al., 2004). Chez les oiseaux, certaines espèces utilisent la 
torpeur ou l’hypothermie facultative comme stratégie d’économie d’énergie en hiver 
(Sharbaugh, 2001; Cooper et Gessaman, 2005; Lewden et al., 2014). Cependant, ce n’est 
pas la stratégie la plus répandue car la plupart des espèces d’oiseaux gardent une 
température corporelle journalière assez stable et élevée toute l’année (Whittow, 1998) 
comprise en moyenne entre 39 et 41°C (Prinzinger et al., 1991). Une autre stratégie est la 
migration, par laquelle ces organismes s’affranchissent des contraintes thermiques et 
alimentaires hivernales.  
Pour les espèces résidentes demeurant actives en hiver aux latitudes nordiques, les 
conditions hivernales imposent un défi considérable d’un point de vue physiologique et 
surtout métabolique en raison des conditions environnementales très contraignantes. La 
ressource alimentaire est nettement restreinte et le raccourcissement de la durée du jour 
réduit le temps disponible pour la recherche alimentaire (Leihikoinen, 1987; Carey et al., 
1978). De plus, l’accès à la nourriture peut être empêché par le couvert neigeux (Dawson et 
Carey, 1976), alors que la demande énergétique pour la thermorégulation augmente en 
conséquence de la baisse de température ambiante (Cooper, 2000; Broggi et al., 2005). 
L’hiver serait d’ailleurs pour plusieurs espèces de petite taille la saison où la dépense 
énergétique est la plus élevée (Swanson, 2010). Lutter contre une surchauffe ou un 
refroidissement léthal de la température interne afin de maintenir des capacités 
physiologiques fonctionnelles est par conséquent tout le défi des endothermes. Cette étude 
va porter spécifiquement sur l’une des deux faces de cette lutte, celle de la réponse au froid 
chez les espèces résidentes. 
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I.2 La chaleur endogène des endothermes 
I.2.1 Voies de production de la chaleur 
La genèse de chaleur chez les endothermes, ou thermogenèse, est issue de différentes 
activités métaboliques. Lowell et Spielgelman (2000) ont défini la dépense énergétique 
totale en 3 catégories: (1) la dépense énergétique obligatoire, qui découle de réactions 
métaboliques exothermiques indispensables pour le bon fonctionnement et l’intégrité des 
cellules et des tissus; (2) l’activité physique et (3) la thermogenèse adaptative (Figure I.1). 
Cette dernière correspond pour ces auteurs à la chaleur générée en réponse à la variation de 
la température ambiante ou à la digestion. Nous présenterons cependant la digestion comme 
faisant partie de la thermogenèse basale dans le reste de cette étude.  
 
I.2.2.a. Dépense énergétique obligatoire à l’origine d’une thermogenèse basale 
Le métabolisme est défini comme l’ensemble des réactions biochimiques impliquées 
dans l’absorption, la transformation et l’allocation de l’énergie (Brown et al., 2004).  Il est 
nommé basal lorsqu’il est mesuré chez un organisme au repos (Swanson, 2010).  Le taux 
métabolique d’un animal correspond donc au taux de consommation énergétique, c’est à 
dire la vitesse à laquelle un animal converti l’énergie chimique ingérée en un travail externe 
ou en chaleur, qui est une forme d’énergie désordonnée (Mueller et Diamond, 2001; Hill et 
al., 2004). En effet, la conversion de l’énergie chimique en travail n’étant jamais totalement 
complète, efficace, elle mène nécessairement à une libération de chaleur. D’après les lois de 
la thermodynamique, la quantité totale d’énergie dans un système ne change pas, soit elle 
est transformée en travail, soit en chaleur. Ainsi, quand aucun travail externe (chimique ou 
mécanique) n’est réalisé, l’énergie est dissipée sous forme de chaleur. Le taux métabolique 
correspond donc à la vitesse à laquelle vit un organisme (Hulbert et Else, 2000). Chez les 
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vertébrés, il s’étend sur une gamme de l’ordre du 107 (Mueller et Diamond, 2001), ceci 
s’expliquant en grande partie par le fait que le métabolisme est dépendant de la masse 
corporelle (Schmidt-Nielsen, 1984 ; Hochachka et Somero, 2002). La respiration cellulaire, 
qui est à la base même du métabolisme, se fait à partir d’oxygène et d’un substrat 
énergétique, soit des glucides, des lipides ou des protéines. Cette réaction a pour produit du 
dioxyde de carbone, de l’eau, de la chaleur et une énergie chimique sous forme de 
molécules d’ATP qui sera utilisée dans un travail donné (Lowell et Spielgelman, 2000; Hill 
et al., 2004). Il a été estimé, en faisant une moyenne de la contribution des paramètres  
 
Figure I.1: Perspective thermodynamique de la dépense énergétique. 
Diagramme modifié d’après Lowell et Spielgelman, 2000. 
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suivants dans plusieurs tissus, que 10% du métabolisme au repos chez les mammifères est 
dû à la respiration non-mitochondriale, 20% à la consommation d’oxygène ayant lieu pour 
contrebalancer la fuite de protons au niveau de la membrane interne des mitochondries et 
70% à la respiration cellulaire génératrice d’ATP, nommée phosphorylation oxydative 
(Rolfe et Brown, 1997; Hulbert et Else, 2000). En plus de la chaleur libérée par la 
respiration, les réactions impliquées dans le métabolisme et consommant de l’ATP vont 
libérer elles aussi de la chaleur car l’hydrolyse de l’ATP est une réaction exothermique 
(Rolfe et Brown, 1997; Hulbert et Else, 2000; Lowell et Spielgelman, 2000). Ces réactions 
sont par exemple l’action de l’actine-myosine ATPase et de la Ca2+-ATPase durant les 
contractions du muscle cardiaque ou l’action des pompes Na+/K+-ATPase au niveau de 
l’endothélium intestinal ou rénal ou encore la synthèse des protéines et d’acides nucléiques 
dans des tissus qui se développent L’ensemble de cette chaleur générée va constituer la 
thermogenèse basale de l’organisme. 
 
Thermogenèse induite par la digestion  
La thermogenèse basale comprend également la thermogenèse induite par la digestion 
des aliments qui induit une rapide augmentation du métabolisme et ainsi une production 
importante de chaleur. Cette production est nommée action spécifique dynamique (SDA: 
specific dynamic action) (McCue, 2006; Secor, 2009). Il a été démontré que le jeûne 
pouvait faire diminuer le métabolisme au repos d’environ 40% alors que l’ingestion 
d’aliments entraîne une hausse de 25 à 40% du métabolisme chez les humains et les 
rongeurs (Lowell et Spiegelman, 2000). Chez des oiseaux de différentes tailles, du 
troglodyte familier (Troglodytes aedon) au manchot adélie (Pygoscelis adeliae), l’élévation 
du taux métabolique se fait en moyenne dans les 2h suivant l’ingestion d’aliments et revient 
à un niveau basal environ 12h plus tard, ce qui montre que la SDA est prolongée dans le 
temps (Secor, 2009). Le type, la quantité, la composition et la température de la nourriture 
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ainsi que d’autres éléments propres à l’organisme (taille, sexe, âge) et à son environnement 
(température) peuvent déterminer l’amplitude et la durée de réponse de la SDA. Ainsi, chez 
certaines espèces d’oiseaux, le métabolisme au repos est corrélé à la quantité ou au type de 
nourriture ingérée (Vézina et al., 2011; Barceló et al., 2017). Un ensemble de mécanismes 
seraient à l’origine de cette production de chaleur, tels que la mastication, la digestion par 
voie mécanique et chimique, le péristaltisme, l’absorption intestinale ainsi que le 
catabolisme des substrats ingérés (McCue, 2006; Secor, 2009). Toutes ces activités opérant 
durant la digestion et l’assimilation des nutriments contribueraient chacune à une 
production de chaleur interne. Parce que cette chaleur contribue à maintenir la température 
corporelle, le besoin d’utiliser le frissonnement durant la nuit diminue chez le pigeon 
lorsqu’il vient de s’alimenter (Rashotte et al., 1999). La SDA est par conséquent une autre 
forme de substitution thermique, c’est à dire que la chaleur dégagée par la SDA va 
remplacer une partie de celle produite par la thermorégulation (Enstipp et al., 2008; 
Swanson, 2010). 
 
I.2.2.b. L’activité physique comme source de chaleur 
Lorque les organismes sont en mouvement, surtout durant la locomotion, le 
métabolisme augmente drastiquement, de plus de 10 fois le métabolisme basal chez 
certaines espèces (McKechnie et Swanson, 2010). Ceci est démontré par des études 
mesurant le taux métabolique maximal (maximal metabolic rate: MMR) par calorimétrie 
indirecte lors d’un effort intense lorsque la majorité des muscles locomoteurs travaillent à 
leur niveau maximal (Weibel et al., 2004; Wiersma et al., 2007; Dubois et al., 2016). La 
contraction musculaire associée à l’activité physique va générer une thermogenèse par 
hydrolyse d’ATP au niveau de l’actine-myosine ATPase et de la Ca2+-ATPase (Saarela et 
al., 1995; Rolfe et Brown, 1997) et un cinquième seulement de l’énergie chimique 
disponible est alors convertie dans le travail de contraction, le reste étant dissipé sous forme 
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de chaleur (Hohtola, 2004). Ainsi, la chaleur liberée durant l’exercice est même réutilisée 
par certains endothermes en réponse au froid. Cette stratégie se nomme substitution 
thermique et fait référence à une diminution de la dépense énergétique due à la 
thermorégulation par “récupération” de la chaleur produite lors d’une activité locomotrice 
(Liwanag, 2010; Swanson, 2010). Cette stratégie a été mise en évidence chez de 
nombreuses espèces d’oiseaux et de rongeurs (Lovvorn, 2007), ainsi que chez certains 
mammifères marins pour lesquels une augmentation de la production de chaleur a été 
observée lors de la nage (Liwanag, 2010). Dans une étude chez la mésange à tête noire 
(Poecile atricapillus), il a été démontré que la chaleur produite durant la recherche 
alimentaire remplace une partie de la chaleur produite par le frissonnement (Cooper et 
Sonsthagen, 2007).  
 
I.2.2.c. La thermogenèse adaptative  
Thermogenèse induite par le frissonnement en réponse au froid 
Le frissonnement musculaire est généralement considéré comme le mécanisme 
principal de production de chaleur lorsque la température ambiante est en dessous de la 
zone de thermoneutralité chez les mammifères et les oiseaux (Hart, 1962; West, 1965; 
Dawson et Carey, 1976; Hohtola et Stevens,1986; Saarela et al., 1995; Hohtola et al., 1998; 
Marjoniemi and Hohtola, 1999; Hohtola, 2004). Le frissonnement étant avant tout une 
contraction involontaire de fibres musculaires, la thermogenèse associée au frissonnement 
est donc issue des mêmes processus cellulaires que ceux du muscle actif durant la 
locomotion (Hohtola, 2004). La thermogenèse s’effectue ainsi au travers de l’hydrolyse 
d’ATP et de la perte de chaleur inhérente à l’inefficacité de la phosphorylation oxydative. 
Chez les oiseaux de petite taille, les muscles pectoraux forment de 15 à plus de 30% de la 
masse corporelle (Swanson, 2010; Petit et al., 2014; Vézina et al., 2017) et représenteraient 
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le site principal de la production de chaleur par frissonnement (Swanson, 2010; Hohtola, 
2004), bien que les muscles des jambes semblent y contribuer également de manière non 
négligeable (Stevens et al., 1986; Marjoniemi et Hohtola, 1999).  
 
Thermogenèse sans frissonnements en réponse au froid 
La thermogenèse sans frissonnements ou NST (non shivering thermogenesis) consiste 
en une production de chaleur n’impliquant pas de contractions musculaires. Bien qu’étudiée 
depuis longtemps (Kayser, 1929; Lee et Lardy, 1965; Snyder et al., 1991; Dawson et al., 
1992; Oppenheimer et al., 1991; Marmonier et al., 1997), les variantes de la NST et leur 
fonctionnement nécessitent encore des recherches. Chez les mammifères, le tissu adipeux 
brun (TAB) est reconnu pour être un tissu majeur de thermogenèse. Ce TAB est 
particulièrement abondant chez les mammifères hivernants de petites tailles (rongeurs), 
chez les espèces hibernantes et chez les nouveaux-nés (Silva, 1995; Lowell et Spiegelman, 
2000; Cannon et Nedergaard, 2004; Hill et al., 2004). La membrane interne des 
mitochondries du tissu adipeux brun contient en effet des protéines nommées « 
découplantes » ou UCPs (Ricquier et Bouillaud, 2000; Stuart et al., 2001; Silva, 2003; 
Cannon et Nedergaard, 2004; Dridi et al., 2004; Divakaruni et Brand, 2011). L’action de 
ces UCPs, surtout d’UCP-1, est de créer des fuites de protons au niveau de cette membrane, 
fuites allant à l’encontre du gradient généré par le systèmede transport d’électrons présente 
sur cette membrane. L’énergie est alors perdue sous forme de chaleur au lieu d’être 
transformée en ATP, produit final de la respiration oxydative (Lowell et Spielgelman, 
2000; Golozoubova et al., 2001; Lanni et al., 2003). Chez les oiseaux, une thermogenèse 
sans frissonnement a également été mise en évidence depuis plusieurs décennies. Kayser 
(1929) a démontré une nette élévation du métabolisme chez des pigeons acclimatés au froid 
ayant pourtant subi une lésion à la colonne vertébrale afin de supprimer la capacité de 
frissonner. Les études de Saarela et Heldmaier (1987) et Saarela et al. (1995) montrent chez 
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cinq espèces de passereaux et chez la caille du Japon (Coturnix coturnix japonica) que plus 
la température baisse, plus le métabolisme et l’intensité du frissonnement dans le muscle 
pectoral augmentent. Cependant, à partir de –20°C, cette augmentation du métabolisme est 
découplée du frissonnement, suggérant l’existence d’une thermogenèse sans 
frissonnements. Deux mécanismes ont été avancés pour expliquer la présence d’une 
thermogenèse sans frissonnements chez les oiseaux (Duchamp et al, 1999).  
Le premier implique une réduction de l’efficacité de synthèse de l’ATP dans le tissu 
musculaire, en favorisant un découplage de la phosphorylation oxydative par une fuite des 
protons (détails section I.4.1). Malgré l’absence de TAB chez les oiseaux, l’identification 
d’un homologue fonctionnel de l’UCP-3 mammalienne dans les muscles squelettiques a 
suggéré l’implication d’une UCP aviaire (avUCP) dans ce découplage en réponse au froid 
(Vianna et al., 2001; Talbot et al., 2004; Dridi et al., 2004; Teulier et al., 2010). Cependant, 
l’hypothèse selon laquelle l’avUCP aurait un rôle similaire dans la thermogenèse à celui 
observé chez les mammifères reste controversée. Bien qu’une augmentation de l’expression 
d’avUCP du muscle squelettique a été observée en réponse au froid dans certaines études 
(Raimbault et al., 2001; Toyomizu et al., 2002; Collin et al., 2003; Talbot et al., 2004; 
Teulier et al., 2010), d’autres montrent une absence de variation (Mujahid et al., 2005) et de 
plus en plus d’études suggèrent que cette avUCP ne serait finalement pas directement 
impliquée dans la production de chaleur (Walter et Seebacher, 2009; Teulier et al., 2010) 
mais probablement dans un autre mécanisme en lien avec la réponse au froid. Certaines 
études suggèrent que l’action d’avUCP dans l’acclimatation au froid contribueraient à la 
réduction de la production des ROS (Reactive Oxygen Species : espèces réactives de 
l’oxygène), prévenant ainsi de dommages néfastes causés aux cellules (Echtay et al., 2002; 
Talbot et al., 2004; Rey et al., 2010; Criscuolo et al., 2005). En contrepartie, la fuite de 
protons peut également s’effectuer par diffusion passive. La conductance protonique des 
membranes mitochondriales est dans ce cas dépendante de la composition lipidique de 
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celles-ci: plus la membrane sera riche en acides gras polyinsaturés, plus elle sera fluide et 
plus la conductance sera élevée (Porter et al. 1996; Brand et al., 2003; Hulbert et al., 2006) 
Le deuxième mécanisme proposé est une augmentation de la consommation d’ATP 
mais à perte, sans que l’énergie soit convertie en travail. Cela s’effectuerait par le biais de 
la pompe Ca2+-ATPase. Celle-ci, abondante dans le muscle squelettique et située sur la 
membrane du réticulum sarcoplasmique (RES), est responsable du transport de Ca2+ du 
cytosol vers la lumière du réticulum, durant la relaxation musculaire (De Meis et al., 2005). 
Ce mécanisme utilise l’hydrolyse de l’ATP dont une partie de l’énergie libérée sert au 
transport de ces molécules, l’autre partie étant dissipée sous forme de chaleur. Mais 
l’activité de cette pompe peut être découplée en favorisant une fuite de Ca2+, entrainant 
ainsi le fonctionnement à perte de la pompe (De Meis, 2001; Hochachka et Somero, 2002).  
 
 I.3 Acclimatation hivernale chez les oiseaux résidents 
Les conditions hivernales froides, comme nous l’avons énoncé précédemment, 
imposent un défi considérable aux organismes endothermes, surtout ceux de petite taille qui 
demeurent actifs, tels que les oiseaux résidents. Nous venons de voir que le maintien de la 
température corporelle dans un environnement qui se refroidit est réalisé et par l’activation 
de mécanismes physiologiques favorisant la production et la conservation de la chaleur (Liu 
et al., 2006; Swanson et Thomas, 2007). L’ensemble des ajustements physiologiques, en 
réponse à la variation d’un paramètre environnemental (photopériode, température, diète, 
précipitations, etc), est regroupé sous le terme d’acclimatation (Randall et al., 2002). Celle-
ci maximise les chances de survie et le maintien des fonctions physiologiques, malgré les 
variations des conditions environnementales. Chez les oiseaux résidents de petites tailles, 
l’acclimatation hivernale en milieu froid correspond essentiellement à une réponse 
métabolique plus qu’à un ajustement saisonnier de l’isolation du plumage (Dawson et 
al.,1992; Saarela et al., 1995; O’Connor, 1996; Liknes and Swanson, 1996; Swanson, 2001; 
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Cooper, 2002). La température ambiante du milieu environnant serait par ailleurs le 
principal moteur à l’origine de la variation saisonnière du phénotype métabolique chez les 
passeraux résidents (Swanson et Vézina, 2015). 
 
I.3.1 Variations métaboliques et prise de masse 
L’un des paramètres le plus couramment utilisé pour mesurer les ajustements 
physiologiques associés à l’acclimatation hivernale est le taux métabolique de base (BMR 
pour « basal metabolic rate »). Cette variable reflète l’ensemble des coûts énergétiques 
associés à la maintenance physiologique d’un animal au repos, à thermoneutralité, en 
l’absence de digestion, de croissance et de reproduction. (McNab, 1997; McKechnie et 
Freckleton, 2006; McKechnie, 2008; McKechnie et Swanson, 2010; Swanson et al., 2017). 
Le BMR représente donc le coût métabolique minimal pour la maintenance d’un 
organisme. Le refroidissement dû à l’hiver ou à une acclimatation expérimentale mène 
typiquement à une augmentation du BMR chez les espèces aviaires (Tableau I.1).  
Il a souvent été avancé que cette augmentation du coût de maintenance s’explique par 
un gain de masse des organes, surtout digestifs et excréteurs tels que le foie, l’intestin, le 
gésier et les reins (Piersma et al. 1996; Williams and Tieleman, 2000; Vézina et al., 2006; 
Zheng et al., 2008a; Zheng et al., 2013; Barceló et al., 2017), mais aussi des organes 
comme le cœur et les muscles (Petit et al., 2014, Barcelo et al 2017, Vézina et al 2017). En 
effet, la prise alimentaire augmentant en réponse au froid et à l’élévation de la demande 
énergétique (Williams et Tieleman, 2000; Tieleman et al., 2003; McKechnie, 2008) 
provoque un développement de ces organes, entraînant ainsi une hausse du métabolisme 
basal (Barceló et al, 2017). Il est donc admis que cette augmentation du BMR ne serait pas 
une réponse directe à la température en hiver mais plutôt la résultante de la prise de masse 
des organes impliqués dans l’apport d’énergie (Swanson, 2010). Ainsi, l’augmentation de la 
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masse de tissus chez les espèces hivernantes va impliquer plus de cellules et donc un coût 
de maintenance supérieur (Swanson et al., 2017). 
Une réponse d’acclimatation est également d’élever la capacité thermogénique 
maximale ou Msum (pour « summit metabolic rate ») (Tableau I.1). Le Msum, dont 
l’augmentation saisonnière est typiquement de 3 à 8 fois supérieure au BMR (Swanson, 
2010), est considéré comme un indice de l’endurance au froid (Liknes and Swanson, 1996; 
Swanson, 2001; Swanson et Liknes, 2006; McKechnie et al 2015), celui-ci étant assimilé à 
la capacité à frissonner sur de longues périodes (Hohtola and Stevens, 1986; Saarela and 
Heldmaier, 1987; Saarela et al., 1995). Le Msum est limité, et donc régulable à plusieurs 
niveaux physiologiques. Tout d’abord, il peut y avoir limitation au niveau de la capacité 
oxidative. En effet, un métabolisme qui augmente implique une plus grande consommation 
en oxygène, consommation qui sera limitée à l’échelle de l’organisme par (1) la capacité de 
transport d’oxygène, mesuré dans les études à l’aide de l’hématocrite, volume relatif de 
globules rouges comparé au volume de sang total  
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Tableau I.1: Pourcentages d’augmentation du BMR ou du Msum (non corrigés pour la 
masse) en hiver comparativement à l’été ou au printemps (Naturel: N) ou au froid 
comparativement au chaud (Expérimental: E) chez différentes espèces de petits passereaux 
 
 
 
 
(Swanson, 1990; O’Connor, 1996; Fair et al., 2007; Petit et Vézina, 2014), par (2) la 
structure du système circulatoire impliquant la taille des poumons et du coeur (Chapell et 
al., 1999; Hammond et al., 2000; Zheng et al., 2008a; Petit et al., 2014; Barceló et al., 
2017) et la densité en capillaires sanguins (Mathieu-Costello et al., 1998) ainsi que par (3) 
Espèces BMR (%) Msum (%)  
Naturel (N) ou 
Expérimental (E) 
Références 
Carduelis tristis 46 31 N Liknes et al., 2002 
Passer domesticus 64 29 N Arens et Cooper,2005 
Carpodacus 
mexicanus 
- 30 N O'Connor, 1995 
Calidris canutus 26 13 E Vézina et al., 2006 
Poecile atricapillus - 36 N Cooper et al., 1989 
Poecile gambeli 14.8 26 N Cooper, 2002 
Baeolophus griseus 18.2 16.2 N Cooper, 2002 
Poecile atricapillus - 36 N Cooper et Swanson, 1994 
Sitta carolinensis - 55 N Liknes et Swanson, 1996 
Pycnonotus sinensis 18 - N Zheng et al., 2008b 
Passer montanus 60 (printemps) 35 (été) - N Zheng et al., 2008a 
Alaemon alaudipes 42 - E 
Williams et Tieleman, 
2000 
Passer domesticus - 10.8 N Swanson et al., 2009 
Poecile atricapillus 5.9 34.2 N Petit et al., 2013 
Zonotrichia albicollis 15 19 E Barceló et al., 2017 
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la capacité de respiration mitochondriale (Swanson et al., 2014a; Vézina et al., 2017). La 
capacité thermogénique peut également être limitée par (4) la capacité à cataboliser 
l’énergie disponible issue des nutriments et à la transporter au travers des membranes 
cellulaires (O’Connor et al., 1995; Liknes et Swanson, 2011a; Swanson et al., 2014b; 
Zhang et al., 2015; Vézina et al., 2017; Zhang et al., 2017). La vitesse à laquelle va 
fonctionner le métabolisme cellulaire pourrait donc potentiellement dépendre de la vitesse à 
laquelle les carburants nécessaires à son fonctionnement lui sont fournis. Enfin, le Msum 
peut être limité par (5) la quantité de tissu qui va définir la capacité totale à produire de la 
chaleur dans un organisme. Ainsi, par un gain de masse musculaire, il y aurait un plus 
grand volume de fibres musculaires participant au frissonnement et à la production de 
chaleur. Parmi ces limitations potentielles, les variations de Msum ont le plus souvent été 
associées à un développement des muscles pectoraux (O'Connor, 1995; Cooper, 2002; 
Liknes and Swanson, 2011b; Swanson et Merkord, 2012; Petit et al., 2014; Vézina et al., 
2017; Tableau I.2), du cœur ou des muscles totaux (Vézina et al., 2011; Swanson et al., 
2013; Petit et al., 2014; Swanson et al., 2014b; Barceló et al., 2017; Vézina et al., 2017). Le 
Msum étant le paramètre reflétant le plus la réponse de thermogenèse au froid, nous nous 
intéresserons donc principalement à celui-ci dans le reste de cette étude. 
 
 
I.3.2 Intensité métabolique 
Bien que la masse des organes semble être un élément à considérer dans l’étude de 
l’acclimatation hivernale, de plus en plus d’évidences obtenues au cours d’expériences en 
captivité montrent qu’elle n’explique pas toujours et totalement la réponse  
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Tableau I.2: Variation saisonnière (hiver par rapport à été ou printemps) ou expérimentale 
(froid par rapport à thermoneutralité) de la masse du muscle pectoral et du Msum 
Espèces 
Masse 
corporelle4 
Masse muscles  Msum   
Corrélation 
muscles vs Msum  
Références  
Junco hyemalis 16-20 g - 28% - Swanson, 1990 
Junco hyemalis 17-20 g 28% = -1 Swanson, 1991 
Junco hyemalis - - - n.s Swanson et al., 2014a 
Junco hyemalis 18 g = 16-19% - Swanson et al., 2014b 
Junco hyemalis - = - - Stager et al., 2015 
Carpodacus mexicanus 20 g 33% 28% Absente O'Connor, 1995 
Poecile gambeli 10-12 g 33% 26% Absente Cooper, 2002 
Baeolophus ridgwayi 16-19 g 24% 16% Absente Cooper, 2002 
Poecile atricapillus 11-13 g 12% > 25% - Liknes et Swanson, 2011a 
Poecile atricapillus - = - - Swanson et al., 2014c 
Poecile atricapillus 11-12 g 11-14%  2 34.2% signif. Petit et al., 2014 
Sitta carolinensis 20 g 11% > 25% - Liknes et Swanson, 2011a 
Passer domesticus 26-28 g 8% > 25% - Liknes et Swanson, 2011a 
Passer domesticus - - - n.s Swanson et al., 2014a 
Zonotrichia capensis 18-20 g -30% - - Peña -Villalobos et al., 2014 
Zonotrichia albicolis - = 19% signif. 3 Barceló et al., 2017 
Calidris canutus  120-135 g = 13% signif. Vézina et al., 2011 
Calidris canutus  100-120 g 12% 16% signif. Vézina et al., 2017 
 
1: « - » quand la corrélation n’a pas été testée dans l’étude. 
2: combinaison des muscles pectoraux, muscle supracoracoide et muscles des cuisses. 
3: corrélation muscles vs Msum observée dans le groupe froid uniquement.  
4: gamme de masse pour l’espèce donnée. 
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thermogénique. Certaines études suggèrent en effet que le Msum peut augmenter en 
l’absence d’un gain de masse musculaire (Tableau I.2). L’exemple le plus flagrant est 
observé chez le junco ardoisé (Junco hyemalis) pour lequel une augmentation du Msum de 
25-28% et une augmentation de la masse de muscle pectoral jusqu’à 28% sont observés en 
hiver comparativement à l’été (Swanson, 1990; Swanson, 1991). En revanche, 
lorsqu’acclimatés en captivité à 24°C et à 3°C, la masse du muscle pectoral ne varie pas 
significativement entre ces deux températures, bien que le Msum soit lui supérieur de 16-
19% à 3°C (Swanson et al., 2014b). De façon similaire, malgré un Msum supérieur de 13% 
chez des bécasseaux maubèches (Calidris canutus) acclimatés au froid (5°C) 
comparativement à ceux acclimatés à la thermoneutralité (25°C), l’épaisseur de muscles 
pectoraux demeure quant à elle similaire (Vézina et al., 2011). Enfin, plus récemment, 
Barceló et al. (2017) ont observé chez le bruant à gorge blanche (Zonotrichia albicollis) 
que les individus acclimatés à –8°C avaient un Msum supérieur de 19% mais une masse de 
muscles similaire à ceux acclimatés à 28°C. Certaines études ont tenté de démontrer une 
régulation de la genèse de tissu musculaire en réponse au froid en mesurant le niveau 
d’expression du gène de la myostatine, une enzyme inhibitrice de la croissance musculaire, 
ainsi que de ses activateurs (TTL-1 et TLL-2). Ces études, menées sur plusieurs espèces, 
n’ont pas observé de variation du nombre de transcrits ou de protéines de myostatine, de 
TLL-1 et de TLL-2 entre l’hiver et l’été (Swanson et al., 2014c) ou entre 24°C et 3°C 
(Stager et al., 2015; Zhang et al., 2017). 
Comme nous avons pu le voir dans la section précédente (cf Tableau I.2) le Msum est 
souvent corrélé à la masse des muscles. Il apparaît donc que, parce qu’ils ont plus de tissus 
actifs pendant le frissonnement, les individus munis de muscles de grande taille soient 
favorisés en ce qui a trait à la production de chaleur. En fait, si le jeu de données étudié 
présente une gamme de valeurs de Msum et de masse de muscles assez étendue, alors cette 
corrélation devrait normalement être détectée, ce qui est typiquement le cas dans les études 
intersaisonnières (Petit et al. 2014). Cependant, l’hypothèse selon laquelle les oiseaux 
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hivernants augmentent systématiquement leur endurance au froid par un gain de masse 
musculaire reste à être validée au vue des incohérences présentées ci-dessus. Comme nous 
l’avons vu, certaines études suggèrent plutôt que le gain de muscles n’est pas un prérequis 
pour augmenter le Msum (Vézina et al., 2011; Swanson et al., 2014b; Stager et al., 2015; 
Barceló et al., 2017). D’autres mécanismes physiologiques à l’échelle cellulaire semblent 
par conséquent entrer en jeu dans ce gain de capacité thermogénique, mécanismes par 
lesquels l’intensité métabolique des organes, c’est à dire la quantité d’énergie utilisée par 
unité de masse tissulaire, serait modulée (Vézina et Williams, 2005; Swanson, 2010).  
 
I.4 Ajustements à l’échelle cellulaire en réponse au froid 
Si l’augmentation de la capacité thermogénique en réponse au froid s’opère par une 
hausse de l’intensité métabolique des tissus, c’est à dire au niveau du métabolisme 
cellulaire, il reste maintenant à savoir à quels niveaux de la cellule s’effectue concrètement 
cet ajustement. Plusieurs études se sont penchées sur le rôle de la mitochondrie dans le 
métabolisme énergétique dans un contexte d’acclimatation au froid. En effet, la 
mitochondrie, est « le poumon » de la cellule, là où plus de 90% de la respiration cellulaire 
mammalienne est effectuée (Rolfe et Brown, 1997). Bien qu’un tel pourcentage n’ait, à ma 
connaissance, pas été calculé chez les oiseaux, il est certain que de part ses fonctions dans 
la respiration, la mitochondrie ait également un rôle primordial dans le métabolisme 
énergétique chez les oiseaux. D’ailleurs, Tieleman et al. (2009) ont observé que le BMR du 
tarier pâtre (Saxicola torquata) est sous le contrôle de fonctions mitochondriales. Par 
conséquent, une partie des variations de performance métabolique (BMR, Msum) entre les 
espèces et les études pourraient s’expliquer par des variations de capacité oxydative 
mitochondriale.  
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I.4.1. La mitochondrie, déterminante dans le métabolisme énergétique 
La membrane interne de la mitochondrie contient des complexes protéiques (1 à 4) 
constituant le système de transport des électrons (ETS: Electron transport system) par 
lequel s’effectue la respiration oxydative (Fig. I.2). Les réactions d’oxydation des 
complexes I et II avec leurs substrats respectifs NADH et FADH2, issus du cycle de Krebs, 
vont libérer des électrons qui vont circuler dans le système, par une succession de réactions 
d'oxydoréduction (Divakaruni et Brand, 2011; Lemieux et al., 2017). L’oxygène (O2) 
intervient comme accepteur final des électrons au niveau du complexe IV (cytochrome C 
oxydase) où sa réduction produit des molécules d’eau. L'énergie relâchée au travers de ce 
flux d'électrons permet le pompage de protons H+ par les complexes I, III et IV, ceci de la 
matrice vers l’espace inter-membranaire (Divakaruni et Brand, 2011; Fig. I.2). 
L’accumulation de H+ dans l'espace intermembranaire créé ainsi un gradient éléctro-
chimique de part et d’autre de la membrane interne, gradient qui est également nommé 
force proton-motrice. Le retour dans la matrice de ces protons concentrés dans l’espace 
inter-membranaire se fait au travers de l’ATP-synthase (complexe V) qui utilise la force du 
gradient pour générer de l’ATP par phosphorylation d’ADP à l’aide de phosphate 
inorganique. Cet ensemble de réactions se nomme la phosphorylation oxydative qui en plus 
de générer de l’ATP, celle-ci génère aussi de la chaleur (Nicholls et Ferguson, 1992; Rolfe 
et Brown, 1997; Silva, 2003; Somero et al., 2017).  
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Figure I.2: Représentation schématique du système de transport des éléctrons dans la mitochondrie 
(Divakaruni et Brand, 2011) 
 
Puisque les réactions biochimiques ne sont jamais totalement efficaces dans la 
conversion de l’énergie d’une forme (ex: gradient de protons) en une autre (ex: ATP), une 
partie de l’énergie disponible n’est par conséquent pas utilisée pour produire de l’ATP mais 
va être dissipée sous forme de chaleur (Hill et al., 2004; Silva, 2006). D’autre part, une 
perméabilité passive de la membrane interne va également générer une fuite de protons au 
travers de la membrane, diminuant ainsi l’efficacité de production de l’ATP (Divakaruni et 
Brand, 2011); l’énergie contenue dans la force proton-motrice ne sera donc pas utilisée 
pour produire de l’ATP mais elle sera dissipée en chaleur. La fuite de proton 
mitochondriale ou « leak » est en fait un élément important du métabolisme cellulaire chez 
les mammifères, représentant 20 à 30% du métabolisme basal chez le rat (Rolfe et Brand, 
1996 et 1997; Rolfe et al., 1999; Divakaruni et Brand, 2011). L’intensité de respiration 
varie de façon inversement proportionnelle à l’amplitude du gradient de protons, c’est à 
dire que la respiration va augmenter quand le gradient va diminuer et inversement (Silva, 
2003). Donc, dans un cas où la fuite de protons serait stimulée, il y aurait plus d’oxygène 
consommé pour moins d’ATP produit. 
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I.4.2. Flexibilité fonctionnelle des fonctions mitochondriales en réponse au froid 
Certaines évidences suggèrent une flexibilité fonctionnelle des mitochondries en 
réponse au froid. Au niveau matriciel, parmi les paramètres cellulaires le plus mesurés pour 
évaluer l’intensité métabolique maximale, il y a tout d’abord la citrate synthase (CS), une 
enzyme intervenant dans le cycle de Krebs et donc dans l’apport en substrats dans le 
système de transport des électrons. Les oiseaux utilisant principalement les lipides comme 
substrat énergétique (Vaillancourt et al., 2005; Guglielmo, 2010; Swanson, 2010), la 
disponibilité en lipides est donc un paramètre qui limite potentiellement la capacité aérobie 
maximale. C’est pourquoi l’activité de la carnitine palmitoyl transferase (CPT), une 
protéine membranaire assurant le transport des lipides dans la mitochondrie et l’activité de 
l’hydroxyacyl CoA-déshydrogénase (HOAD), une enzyme intervenant dans le cyle de la β-
oxidation des lipides, sont souvent mesurés. En effet, plusieurs études montrent chez des 
espèces acclimatées au froid une hausse d’activité de la CS (O’Connor et al., 1995; Liknes 
et Swanson, 2011a; Swanson et al., 2014 a, b; Peña-Villalobos et al., 2014; Vézina et al., 
2017), de la CPT et de HOAD (Liknes et Swanson, 2011a; Swanson et al., 2014b; Zhang et 
al., 2015; Vézina et al., 2017). D’autres protéines, impliquées dans le transport des acides 
gras dans le cytosol de la cellule, sont également d’avantage exprimées lors de 
l’acclimatation au froid (Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2017). Au niveau membranaire, 
les études ont soit mesuré une enzyme particulière du système de respiration, la cytochrome 
C oxydase ou CCO (Fig. I.2) soit la consommation d’oxygène associée à la 
phosphorylation oxydative ou à la fuite de protons (Roussel et al., 1998; Zheng et al., 
2008a; Teulier et al., 2010; Zheng et al., 2014; Zhou et al., 2016). Certaines études ont 
démontré, en réponse à une baisse de température, une hausse de l’activité de la CCO 
(Zheng et al. 2008a; Zheng et al., 2014; Zhou et al., 2016), de la phosphorylation oxydative 
ou de la fuite de protons (Roussel et al. 1998; Zheng et al. 2008a; Teulier et al. 2010; 
Zheng et al., 2014). Ainsi, ces fonctions mitochondriales sont de toute évidence flexibles 
dans un contexte d’acclimatation thermique.  
23 
 
 
L’acclimatation au froid n’induit cependant pas systématiquement une régulation 
positive de ces fonctions métaboliques. Par exemple, certaines études n’ont pas observé 
d’augmentation de l’approvisionnement en substrats par le transport membranaire ou de 
hausse d’oxydation des lipides ou de l’activité du cycle de Krebs (Sgueo et al., 2012; Zhang 
et al., 2015; Swanson et al. 2017). D’autres n’ont pas observé de changement d’activité des 
composantes impliquées dans la phosphorylation oxydative (Salin et al., 2010; Peña -
Villalobos et al., 2014) ou dans la fuite de protons (Salin et al., 2010). Par ailleurs, la 
réponse au froid de ces fonctions mitochondriales varie en intensité selon le tissu. Chez le 
bécasseau maubèche (Calidris canutus), alors que l’activité enzymatique a été mesurée 
dans cinq tissus différents, l’activité de la CPT est supérieure au froid seulement dans le 
muscle pectoral et la cuisse, HOAD seulement dans le muscle pectoral et CS seulement 
dans le foie et les reins (Vézina et al. 2017). En revanche, le Msum est corrélé à ces trois 
enzymes uniquement dans le cœur.  
La corrélation des fonctions mitochondriales avec l’endurance au froid (Msum) varie 
également selon les études et les espèces. Par exemple, l’augmentation du Msum chez le 
junco ardoisé est associée à l’augmentation de l’expression de gènes impliqués dans le 
transport et l’oxydation des lipides ainsi que dans la phosphorylation oxydative (Stager et 
al., 2015). Dépendemment de l’espèce et du tissu considéré (foie, muscle pectoral, cuisses 
ou cœur), l’activité de la CS, de la CPT et de la HOAD est positivement corrélée au Msum 
chez le moineau domestique et le bécasseau maubèche (Swanson et al., 2014a; Vézina et 
al., 2017). En revanche d’autres études démontrent chez des espèces de petits passereaux 
une absence de corrélation entre le Msum et l’activité de ces enzymes (Swanson et al., 2013; 
Swanson et al., 2014a; Zhang et al., 2017). Il semble donc que la réponse métabolique à 
une acclimatation au froid soit multiple et diversifiée selon les espèces et le contexte. 
A notre connaissance, cependant, aucune étude chez les oiseaux n’a investigué 
l'influence des composantes de la respiration mitochondriale, à savoir celles de la 
phosphorylation oxydative ainsi que de la fuite de protons sur la capacité thermogénique. 
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Or ces deux éléments de la respiration mitochondriale sont susceptibles d’avoir un impact 
sur celle-ci. D’une part, le « leak » comme nous l’avons vu est un mécanisme qui genère de 
la chaleur, donc il pourrait contribuer à surélever le Msum. D’autre part, l’augmentation de 
la phosphorylation oxydative pourrait contribuer de plusieurs façons à l’augmentation du 
Msum. Soit en élevant la capacité de frissonnement par l’apport d’ATP, indispensable à 
l’activité de l’actine-myosine-ATPase et de la Ca2+-ATPase durant les contractions 
musculaires (Rolfe et Brown, 1997), soit en fournissant plus d’ATP aux mécanismes de 
NST, en l’occurrence le cycle futile de la pompe Ca2+-ATPase (Duchamp et al., 1999; De 
Meis, 2001). Enfin, l’augmentation de la phosphorylation oxydative pourrait générer une 
hausse de production de chaleur de part l’inefficacité du système de respiration à convertir 
toute l’énergie disponible en ATP (Rolfe et Brown, 1997).  
 
I.5. Présentation de l’étude 
I.5.1 Hypothèses et prédictions 
Bien qu’il soit admis que l’augmentation de la capacité thermogénique puisse 
s’effectuer principalement par un gain de masse musculaire, des incohérences entre les 
études suggèrent que cette interprétation est à remettre en question et qu’une amélioration 
de l’endurance au froid pourrait se faire sans changer la masse des muscles (Swanson et al., 
2014a; Barceló et al., 2017). Pourtant, aucune étude à ce jour en a fait la claire 
démonstration. Ainsi, dans le chapitre 1 de cette thèse, nous nous pencherons dans un 
premier temps sur l’ajustement de la capacité thermogénique par la variation de masse des 
organes en réponse à une acclimatation au froid chez une espèce résidente, la mésange à 
tête noire (Poecile atricapillus). Nous ferons l’hypothèse 1 que la capacité thermogénique 
maximale (Msum), bien que pouvant tirer bénéfice d’une masse musculaire plus élevée, 
serait augmentée au froid par des processus cellulaires et non par un gain de masse 
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musculaire. Ce gain ne serait donc pas un prérequis chez les oiseaux résidents pour acquérir 
une meilleure endurance au froid. Notre prédiction pour cette première hypothèse est que 
le Msum devrait être positivement corrélé à la masse des muscles, avec cependant un niveau 
de Msum supérieur au froid pour des individus de même masse musculaire.  
Nous avons présenté dans la section « Acclimatation hivernale chez les oiseaux 
résidents » (n° I.3) des études ayant une approche « systémique » où l’organisme est étudié 
dans son ensemble, c’est à dire en prenant en compte en même temps tous les                      
« compartiments » physiologiques de l’organisme (système cardio-vasculaire, excréteur, 
digestif, cérébral, etc). Nous avons aussi présenté dans la section « Ajustement à l’échelle 
cellulaire en réponse au froid » (n° I.4) des études ayant une approche « réductionniste », 
visant à comprendre le système par l’étude de ses sous-parties, c’est-à-dire les mécanismes 
cellulaires et moléculaires (Fell, 1997). Nous avons de plus présenté différentes études 
ayant fait quant à elles la jonction entre l’approche systémique et réductionniste (Swanson 
et al., 2013; Swanson et al, 2014b; Stager et al., 2015; Vézina et al., 2017; Zhang et al., 
2017). Cependant, malgré le rôle prépondérant de la phosphorylation oxidative et du leak 
dans le métabolisme, aucune étude à ce jour n’a tenté de corréler ces deux composantes du 
fonctionnement mitochondrial avec l’endurance au froid chez les oiseaux. Nous ne savons 
donc pas si le Msum pourrait être régulé à ce niveau. C’est donc dans ce contexte que 
s’insère le chapitre 2, entre l’approche « systémique » et « réductionniste ». Si comme nous 
le supposons dans le chapitre 1, une capacité thermogénique élevée résulte en partie d’un 
métabolisme masse-spécifique élevé, nous pouvons deuxièmement supposer que cette 
augmentation de la capacité thermogénique s’effectuerait au niveau mitochondrial. Par 
conséquent, notre hypothèse 2 est que l’augmentation de la capacité thermogénique lors de 
l’acclimatation au froid implique une augmentation du leak et/ou de la phosphorylation 
oxydative, soit par un ajustement quantitatif (densité en mitochondries) soit/et par un 
ajustement qualitatif (propriétés intrinsèques de la mitochondrie) dans un organe impliqué 
dans la thermogénèse, le muscle pectoral. Nous faisons ainsi la prédiction que 
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l’acclimatation au froid devrait induire une hausse à au moins un de ces quatre niveaux: la 
capacité catalytique (1) à fournir des éléctrons à l’ETS au travers de l’apport en NADH ou 
FADH2 (activité de la CS), (2) à faire entrer les éléctrons dans l’ETS et à générer un 
gradient de protons (activité des complexes I et II), (3) à évacuer les éléctrons (activité de la 
CCO) et (4) la capacité à laisser les protons s’échapper au travers de la membrane (Figure 
I.2). Si ces changements sont associés à une hausse de capacité thermogénique, une autre 
prédiction est que nous devrions également détecter des corrélations entre l’endurance au 
froid estimée par le Msum et certaines des composantes du métabolisme mitochondrial 
énumérées ci-dessus. Les individus ayant un Msum supérieur seront donc ceux ayant une 
capacité de phosphorylation oxydative ou un leak plus élevé. 
 
I.5.2. Méthodologie générale 
I.5.2.a. Modèle d’étude 
La mésange à tête noire (Poecile atricapillus) est un petit passereau (10-12g) largement 
distribué dans les forêts mixtes d’Amérique du nord (Sharbaugh, 2001), où il réside l’hiver 
dans des conditions climatiques considérées rudes. Les passereaux forestiers résidents des 
milieux tempérés et boréaux forment un modèle idéal pour l’étude de l’acclimatation 
hivernale car ils sont actifs à l’année et leur métabolisme est parmi les plus élevés chez les 
endothermes (Schmidt-Nielsen, 1984; Nagy et al., 1999). L’hiver présente sans conteste un 
défi pour ces oiseaux de petite taille: leur ratio surface/volume étant élevé, leur taux de 
déperdition de chaleur, défini par la conductance thermique (Schleucher et Withers, 2001), est 
supérieure à celui des espèces de grande taille (Schmidt-Nielsen, 1984; Brodin, 2007). 
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 Figure I.3: Mésange à tête noire dans son milieu naturel 
 
De plus, plusieurs études fournissent des connaissances importantes sur l’écologie 
(Miles et Ricklefs, 1984; Barraclough et al., 1995), la physiologie (Lasiewski et Dawson, 
1967; Arens et Cooper, 2005; Olson et al., 2010), et le comportement (Desrochers, 1990; 
Schubert et al., 2008; Vézina et Thomas, 2000) de cette espèce.  
 
I.5.2.b. Protocole général 
Les deux chapitres présentés dans cette thèse s’appuient sur deux études réalisées à 
partir des données issues d’une même expérience consistant en une acclimatation thermique 
menée en captivité sur les mésanges. Nous avons en parallèle récolté les données 
spécifiques à l’étude du chapitre 1 et à l’étude du chapitre 2. 
La capture des mésanges s’est effectuée entre janvier et avril 2015, sur deux sites à 
proximité de Rimouski alimentés à l’aide de mangeoires. Transportées à l’animalerie de 
©François Vézina 
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l’UQAR, les mésanges ont été acclimatées à la captivité, puis ont été séparées en deux 
groupes maintenus chacun dans une salle à température contrôlée pendant 28 jours. Le 
groupe contrôle (n=25) a été maintenu à thermoneutralité (27°C; Rising et Hudson 1974; 
Cooper et Swanson 1994) et le groupe acclimaté au froid (n=24) à été mantenu à -10°C. 
Durant cette période d’acclimatation, les oiseaux ont été pesés tous les 4 jours afin de 
confirmer la stabilisation de la masse. A l’issu des 28 jours, nous avons effectué une 
mesure de consommation alimentaire journalière pendant 6 jours pour obtenir un indice 
moyen de l’apport energétique dans les deux traitements. Nous avons ensuite mesuré le 
taux métabolique de base (coût de maintenance: BMR) et la capacité thermogénique 
(métabolisme maximal au froid: Msum) de chaque individu par respirométrie (calorimétrie 
indirecte) à raison de 4 oiseaux par jour pendant 49 jours. Deux à trois jours après les 
enregistrements de performance métabolique, chaque oiseau a été sacrifié par décapitation 
afin de récolter : 
(1) des biopsies de muscle pectoral et de foie (organe non thermogénique servant de 
comparatif) utilisées aussitôt après la dissection pour mesurer à l’aide d’un 
analyseur à oxygène la respiration mitochondriale. 
(2) des biopsies de muscle pectoral et de foie congélées aussitôt dans l’azote liquide 
afin de procéder ultérieurement au dosage de la CS et de la CCO. 
(3) la masse des organes (cerveau, muscles pectoraux, cuisses, cœur, poumons, foie, 
pancréas, intestin, gésier, peau), la carcasse et le gras furculaire afin de mesurer leur 
influence sur le BMR et le Msum. 
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CHAPITRE I 
 
 
 
 
DES MUSCLES DEVELOPPÉS SONT AVANTAGEUX MAIS NON INDISPENSABLES 
POUR AUGMENTER LA CAPACITÉ THERMOGÉNIQUE CHEZ LES OISEAUX DE 
PETITE TAILLE 
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Résumé 
Il a été suggéré par plusieurs études que le développement de la masse musculaire, 
particulièrement celle des muscles pectoraux, joue un rôle majeur dans la hausse de la 
thermogenèse au froid chez les oiseaux de petite taille. Cependant, certaines études présentent 
une hausse de la capacité thermogénique en l’absence de variation de la masse musculaire entre 
les saisons ou les traitements thermiques, mettant ainsi en évidence des incohérences entre les 
études. Nous avons testé l’hypothèse selon laquelle une augmentation de la masse musculaire ne 
serait pas un précequis obligatoire à l’augmentation de la capacité thermogénique chez la 
mésange à tête noire (Poecile atricapillus). Nous avons acclimaté les mésanges à 
thermoneutralité (27°C) et au froid (-10°C) durant 28 jours. Nous avons ensuite mesuré leur 
taux métabolique basal (BMR) et maximal au froid (Msum) ainsi que la masse des organes 
prélévés durant dissection. Comparés aux oiseaux maintenu à thermoneutralité, ceux acclimatés 
au froid ont en moyenne consommé 44% de nourriture en plus, et avaient un BMR et un Msum 
supérieur de 5% et 20% respectivement. Par contre, la masse sèche maigre des muscles 
pectoraux et des muscles totaux n’a pas présenté de différence significative entre les traitements 
(<1% de différence pour les muscles totaux), confirmant ainsi qu’un gain de masse musculaire 
n’est pas requis pour élever la capacité thermogénique. Néanmoins, l’analyse des masses 
d’organes a révélé que les variations inter-individuelles du BMR et du Msum résultaient en 
premier lieu de la variation de la masse des muscles squelettiques, qui représentent 80% de la 
masse sèche maigre totale. Msum est corrélé positivement à tous les muscles squelettiques, 
incluant le pectoral, et ceci indépendamment de la température d’acclimatation. Par conséquent, 
nos résultats suggèrent que l’élévation de la capacité thermogénique nécessite une stimulation 
des fonctions cellulaires, les individus avec des muscles plus développés pouvant cependant 
bénéficier de l’apport de chaleur qu’offre une plus grande quantité de tissu musculaire, qu’ils 
soient ou non acclimatés au froid. 
 
 
 
 
Mots clés: Msum, muscle pectoral, BMR, organes, mésanges, énergétique, froid, acclimatation, 
thermorégulation. 
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Abstract 
Several studies suggest that muscles mass development, particularly that of the pectoralis, 
play a major role in improving thermogenic response to cold in small birds. However, some 
studies have reported enhancement of thermogenic capacity in absence of muscles mass 
variation between seasons or thermal treatments, leading to inconsistencies in findings. We 
tested the hypothesis that an increase in muscles mass is not an absolute prerequisite for 
improving thermogenic capacity in captive black capped chickadees (Poecile atricapillus). We 
acclimated chickadees to thermoneutral (27°C) and cold (-10°C) temperatures during 28 days. 
We then measured their basal (BMR) and summit (Msum) metabolic rates and obtained body 
composition data from dissections. Cold acclimated birds consumed 44% more food on average, 
and had 5% and 20% higher BMR and Msum, respectively, compared to individuals kept at 
thermoneutrality. However, lean dry pectoralis and total muscle mass did not differ between 
treatments (<1% difference in total muscles), confirming that the improvement of thermogenic 
capacity did not require an increase in skeletal muscle mass. Nevertheless, body composition 
analyses revealed that inter-individual variation in both BMR and Msum were firstly explained 
by mass variation of skeletal muscle, which represent 80% of lean dry body mass. Msum was 
positively correlated with the mass of all measured skeletal muscles, including the pectoralis, 
and that independently from acclimation temperature. Therefore, our results suggest that 
improving thermogenic capacity requires an upregulation of cell functions but that individuals 
with large muscles can nevertheless benefit from muscle size in term of heat production, 
whether they are acclimated to cold or not. 
 
 
 
 
Key words: Msum, pectoralis, BMR, organs, chickadee, energetics, cold, acclimatization, 
acclimation, thermoregulation. 
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Introduction 
 
 
For small avian species wintering at high latitudes, winter acclimatization is mainly a 
physiological phenomenon1–5 where cold hardiness is improved as temperature decline 
from fall to peak of winter5–8. This improved capacity is typically associated with increases 
in basal (BMR) and summit (Msum) metabolic rates, which are respectively thought to 
reflect physiological maintenance costs9–13 and cold endurance4,12,14,15. The seasonal 
elevation in BMR is often interpreted as resulting from an increase in daily food 
consumption requiring larger digestive and excretory organs (e.g. liver, gizzard, intestine), 
in turn leading to higher maintenance cost7,16–19. However, as the influence of body 
composition on BMR is context-specific20,21 and can be affected by tissue metabolic 
intensity10,22–25, this scenario may not be generalizable13. For example, in cases where 
acclimatization also leads to considerable increases in skeletal muscle size, the influence of 
digestive and excretory organs on BMR can be overshadowed by the amount of muscle 
tissues consuming energy during measurements25,26. 
 In contrast, since Msum is a measure of maximal shivering heat production2,27,28, the 
influence of skeletal muscle size, particularly the flight muscles and heart size, on 
thermogenic capacity appears much more consistent. In several small free-living wintering 
species, elevated winter Msum is indeed associated with seasonally larger pectoralis 
muscles5,26,29–33. The mass of skeletal muscles and heart has also been found to correlate 
significantly and positively with Msum several times19,25,26,34–37. Despite the seasonal 
changes in muscles size and Msum observed in the wild, a small number of studies, although 
they were not designed to investigate this specific phenomenon, reported improvements of 
thermogenic capacity in controlled conditions independently from changes in muscles 
size19,38,39. This phenomenon was found to occur even in species known to increase 
pectoralis muscle mass in winter. For example, dark-eyed juncos (Junco hyemalis) are 
known to increase both their Msum and the size of their pectoralis muscles in winter relative 
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to summer29 but recently, Swanson et al. [ref.38, see also40] conducted an experiment with 
captive juncos and found a 16–19% higher Msum in cold-acclimated (3°C) birds relative to 
individuals exposed to a warm treatment (24°C) with no difference in pectoralis muscle 
mass. Similarly, Barceló et al.19 documented a 19% higher Msum in captive white-throated 
sparrows (Zonotrichia albicollis) acclimated to −8°C compared to individuals maintained at 
thermoneutrality (28°C). In this particular case, although the expected positive correlation 
between heart and muscles mass and Msum was found in cold acclimated birds, there was no 
significant difference in the mass of pectoralis or other skeletal muscles between thermal 
treatments. Since shivering does not produce external work, and thus most of the chemical 
energy consumed during contraction is released as heat40, there is no doubt that large 
muscles should produce more heat, for a given level of shivering, compared to small 
muscles. Consequently, in a given dataset if muscles mass and Msum cover a range of 
variation sufficiently wide, which is often the case with interseasonal studies5,26,30,31,35, 
positive correlations between muscle mass and Msum should be detectable across or within 
seasons. However, the experimental evidence presented above suggest that developing 
larger muscles may not be an obligate prerequisite for improving individual thermogenic 
capacity, even in species known to increase the size of their muscles during cold winters. 
To test this hypothesis, we conducted an experimental study with captive black-
capped chickadees (P. atricapillus). Chickadees are small (11 g) non-migratory passerines 
that typically express elevated Msum in winter relative to summer8,26,41. This improvement 
of thermogenic capacity parallels or statistically correlates with the development of larger 
muscles and heart26,31,42. However, at least one case of chickadees going through a cold 
winter without significant changes in pectoralis muscles size has been documented43. This 
suggests that in experimental conditions, where only temperature is manipulated, this 
species could also show improvement of thermogenic capacity independently from skeletal 
muscle mass variation. We therefore exposed birds to two thermal treatments (−10°C and 
27°C), with the expectation that cold acclimated birds, would show a higher Msum than 
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those maintained at thermoneutrality but no difference in mean mass of pectoralis and other 
skeletal muscles. We nevertheless expected a correlation between muscle mass and Msum 
across or within treatments as individuals with larger muscles could still benefit from the 
mass of these tissues in terms of maximal shivering heat production, independently from 
their acclimation temperature. We also measured BMR in these birds to document 
maintenance costs. In this particular case, we expected that BMR variation across 
treatments would correlate with the mass of digestive and excretory organs if there was no 
major difference in muscle mass between treatments19. In contrast, we expected BMR to 
correlate with the mass of skeletal muscles if cold acclimated birds enlarged the size of 
these organs26. 
 
Material and Methods 
 
Birds collection and acclimation. From January to April 2015, we captured 49 black 
capped chickadees using mist nets at two sites, the Forêt d’Enseignement et de Recherche 
Macpès, (48°19N, 68°30W) and lac à l’Anguille (48°25N, 68°25W), both in eastern 
Québec, Canada. These birds were brought into captivity at the avian facilities of the 
Université du Québec à Rimouski. Birds were held in individual cages (39 × 43 × 31 cm) 
and exposed to a constant photoperiod (10 L:14 D) for the remainder of the experiment. 
Birds consumed a diet of living mealworms and freshly-thawed crickets (0.20 g and 0.30 g 
per day, respectively), sunflower seeds, Mazuri small birds maintenance diet (MAZURI® 
exotic animal nutrition, USA) and water, which were available ad libitum. The birds also 
received vitamin supplements, daily (Electrolytes plus, Vetoquinol N.-A.INC, QC, Canada) 
and once per week (Poly-tonine A® complex, Vetoquinol N.-A.INC, QC, Canada) in their 
water. Our experimental groups were formed of 24 individuals maintained at −10°C (cold) 
and 25 individuals maintained at 27°C (thermoneutral zone of this species41,44). Birds were 
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acclimated to these conditions for a minimum of 39 days (mean = 61.5, max = 84) after 
which we measured average daily food consumption over 6 days (same diet but excluding 
Mazuri) by subtracting the mass of food left in food trays in the morning from what had 
been offered the day before at the same time. Following the 6 days of food intake 
measurements, we proceeded with metabolic rate trials (see below). All bird manipulations 
have respected the Canadian Council on Animal Care (CCAC) guidelines and were 
approved by the animal care committee of the Université du Québec à Rimouski (CPA-60-
15-160). They also have been conducted under scientific and banding permits from 
Environment Canada–Canadian Wildlife Service.  
 
BMR and Msum measurement. Because tissues collected on birds were also 
analyzed in another experiment that required fresh samples (results not shown, Milbergue 
et al., in prep), our measurements sequence for metabolic rate was limited to recording 
BMR and Msum on 8 birds per week, until all birds had been measured (49 days). Each day 
of respirometry trial involved measurement on four birds (2 from each treatment) and 
followed the protocols described in details by Lewden et al.45 and Petit et al.8,26 where the 
animals VO2 were measured using FoxBox oxygen analyzers (Sable Systems, Las Vegas, 
NV, USA). Each Msum trials were conducted on two randomly chosen birds from a same 
temperature treatment and began approximately at 9:00 and at 12:30 (alternating treatments 
between measures). Trials began by weighing the birds (0.00 g, Scout Pro, Ohaus, NJ, 
USA) and placing each of them individually in a stainless steel metabolic chamber (volume 
= 1350 ml). The birds then received air during 20 min before being exposed to helox gas 
(21% oxygen, 79% helium) using a flow rate of 900 ml.min−1 controlled by mass flow 
controllers (Omega, FMA 5400/5500, QC, Canada) calibrated with a Bubble-O-Meter 
(Dublin, OH, USA). We used a sliding cold exposure protocol46, where ambient 
temperature was first set to either 0°C (cold group) or 10°C (thermoneutral group) and then 
ramped down by 3°C every 20 min. Trials ended when birds became hypothermic, which 
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was easily identifiable in real time as a steady decline in oxygen consumption for several 
minutes. Body temperature was immediately measured after taking birds out of their 
chamber using a thermocouple reader (NIST-traceable Omega model HH-25KC, QC, 
Canada) and a copper constantan thermocouple inserted into the cloacae, approximately 10 
mm deep. Only data from birds showing a body temperature after trials lower or equal to 
38.5°C 47,48 were used in the analyses. This removed five Msum measurements from our 
sample. Body mass was again recorded at the end of trial and average body mass was used 
in statistical analyses on Msum. After Msum, birds were brought back to their cage and had 
access to food and water until BMR measurement, starting at around 19:00. BMR trials 
were done on all 4 birds at 30°C (thermoneutral zone41,44) in chambers that received 500 
ml.min−1 of dry, CO2 free air. Trials ended the following morning (at approximately 7:30). 
As for Msum, body mass was measured prior to and after BMR measurement and the 
average was used in statistical analyses. Birds were then returned to their cage. Metabolic 
rates were calculated with the EXPEDATA software, v1.8.4 (Sable Systems, Las Vegas, 
NV, USA) using the equation 10.1 of Lighton49. Msum and BMR were calculated from the 
highest and lowest averaged 10 min of VO2. Because birds use lipids as metabolic fuel 
during shivering50 and the duration of BMR trials (>720 min) insured that birds were post-
absorptive at time of BMR measurement, we estimated heat production in Watts assuming 
an energy equivalent for lipid oxidation of 19.8 kJ.l−1 O2 51. Five individuals died of 
unknown cause during the experiment, leaving a final sample size of n = 20 (−10°C) and 18 
(27°C) for BMR and n = 18 (−10°C) and 19 (27°C) for Msum.  
 
Organ collection. Birds were euthanized by decapitation in the 2 to 5 days following 
their respirometry trial (delay caused by measurements conducted on tissues in parallel to 
this experiment, Milbergue et al., in prep). The right and left pectoralis muscles, heart, 
liver, empty intestine, pancreas and gizzard were removed within minutes of the birds death 
and weighed (0.0001 g) with a precision balance (Cole-Parmer Symmetry, PA-Series, 
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Canada). These organs were placed in Eppendorf tubes and immersed in liquid nitrogen 
before being transferred to a −80°C freezer. Carcasses were preserved at −20°C until we 
completed dissections. This was done by removing and weighing the brain, lungs, kidneys, 
skin (feathers removed) and upper right and left leg muscles, considered as a single organ 
and including bones. The remaining carcasses were therefore composed mainly of skeletal 
muscles and bones. Organs were then freeze-dried (FreeZone 2.5, Labconco, Kansas city, 
KS, USA) for 2 days to obtain constant dry mass of tissues26. Adipose tissues have low 
metabolic activity and can bias analyses on relationships between mass or body 
composition and metabolic rates when birds contain differing amounts of fat52,53. We 
therefore extracted lipids from these samples with a Soxhlet apparatus using petroleum 
ether to obtain final lean dry mass of organs. It should be noted here that we do not have 
lean dry mass data for the heart as the entire organ was needed for tissue analyses 
(Milbergue et al., in prep). Wet mass is therefore presented for this organ. For pectoralis 
muscles and liver, since we used subsamples for tissue analyses and processed the 
remaining tissue as the other organs (freeze-drying and fat extraction), we recalculated lean 
dry mass of these organs in proportion to the original wet mass of the complete organ. In 
this experiment, we originally planned on obtaining ash-free lean dry mass for leg muscles 
and the remaining carcass but a technical problem during the burning of samples in a 
furnace led to the loss of a large number of samples. We therefore cannot present ash-free 
data. 
 
Statistical analysis. Our analyses first tested whether birds differed between 
treatments before the temperature change. We thus used one-way ANOVAs to test for a 
treatment effect (cold or thermoneutral) on furcular fat score (estimated according to 
Gosler54), structural body size and body mass measured prior to group formation. Structural 
body size was calculated as the first principle component (PC) from a principal component 
analysis combining variation in length measurements of head plus beak, tarsus, wing and 
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tail55–57. To determine how thermal environments might have influenced body composition 
after acclimation, we ran ANCOVA models testing for the effect of thermal treatment on 
organ lean dry mass. Since structurally larger birds might also have larger organs, we 
included body size as a covariate in these models. We used the same approach to determine 
the influence of thermal treatments on BMR and Msum. Models included the effect of time 
since capture to consider a potential influence of captivity duration, but this last variable 
was not significant and is therefore not considered further. The models were first run on 
whole BMR and Msum. We then included structural body size or body mass as covariate but 
the size effect was not significant in any models thus this effect is not presented here.  
To determine the influence of body composition on metabolic performance, analyses 
are typically based on stepwise regressions or a model selection approach where the 
influence of all body constituents on BMR and Msum are compared and ranked in order of 
significance and importance of their effect (e.g.25,58). However, results from these analyses 
depend on the variables included in models and missing variables can influence results59. In 
the present case, we could not include lean dry heart mass in our analyses. However, 
although this organ typically represents only 1% of total body mass, the heart has been 
shown to significantly contribute to variation in both BMR25,60 and Msum19,25,26. We 
therefore chose a simpler approach for our analyses. We conducted separate ANCOVA 
models including thermal treatment, lean dry mass of the organ (fresh mass for heart) and 
their interaction. These models were then ranked according to the Bayesian information 
criterion (BIC). Analyses testing for the effect of muscle tissues on metabolic rates were 
first conducted considering muscle groups separately. Models thus included either 
pectoralis muscles, leg muscles (including bones) or carcass (including bones) as 
independent variables. As leg muscles and carcass mass included bones and bone mass 
should closely correlate with structural body size, we also included body size as an 
additional covariate in these models to control for bone mass. Then, we combined 
pectoralis muscles, legs muscles and carcass to generate a “total muscle” variable and used 
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total muscle as our independent variable in the model. Here again, structural size was 
included as a covariate to control for bones mass. In all of these cases, however, the effect 
of structural body size was never found to be significant, likely because bones mass 
(measured as ash) only represents a small proportion of lean dry body mass in chickadees 
(27% of carcass mass, including all bones, based on data from26). This effect is therefore 
not included in the models presented here. 
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Table 1.1: Least square means (s.e.m) and differences between cold (-10°C: C) and thermoneutral 
(27°C: T) treatments for body composition variables in black-capped chickadees. Units are in grams 
except for food intake (g/day). Least square means (±s.e.m) and differences between cold (−10 °C: C) 
and thermoneutral (27 °C: T) treatments for body composition variables in black-capped chickadees. 
Units are in grams except for food intake (g/day).  
  Variable Cold Thermoneutral F (df) P % difference 
          (C relative to T) 
 Food intake 3.86 ± 0.09 2.69 ± 0.08 96.4 (1,45) < 0.0001 43.5 
Mass and fat      
 Body mass 11.96 ± 0.16 12.25 ± 0.16 1.5 (1,47) 0.2 -2.4 
 Total organ fat mass 0.88 ± 0.07 1.25 ± 0.06 16.1 (1,35) < 0.001 -29.6 
 Furcular fat mass 0.11 ± 0.01 0.15 ± 0.01 5.7 (1,35) < 0.05 -26.7 
Muscles      
 LD pectoralis 0.41 ± 0.01 0.39 ± 0.01 0.97 (1,34) 0.33 5.1 
 LD legs1 0.23 ± 0.005 0.25 ± 0.004 9.2 (1,33) < 0.01 -8.0 
 LD carcass1 1.21 ± 0.02 1.24 ± 0.02 0.83 (1,33) 0.37 2.4 
 LD total muscles1 1.86 ± 0.04 1.85 ± 0.04 0.0005 (1,33) 0.98 0.5 
Cardio pulmonary      
 Heart 0.16 ± 0.004 0.14 ± 0.004 12.0 (1,34) < 0.001 14.3 
 LD lungs 0.025 ± 0.001 0.028 ± 0.001 6.4 (1,35) < 0.05 -10.7 
Digestive and excretory      
 LD gizzard 0.087 ± 0.005 0.079 ± 0.005 1.35 (1,35) 0.25 10.1 
 LD intestine 0.039 ± 0.002 0.036 ± 0.002 1.6 (1,34) 0.22 8.3 
 LD liver 0.078 ± 0.004 0.066 ± 0.004 2.0 (1,25) 0.17 18.2 
 LD pancreas 0.0094 ± 0.0007 0.0048 ± 0.0007 23.6 (1,32) < 0.0001 95.8 
 LD kidneys 0.030 ± 0.001 0.029 ± 0.001 0.21 (1,35) 0.65 3.4 
Other      
 LD skin1 0.11 ± 0.003 0.11 ± 0.003 0.01 (1,33) 0.91 0.0 
 LD brain 0.10 ± 0.001 0.11 ± 0.001 0.78 (1,35) 0.38 -9.1 
Total LD body mass1 2.33 ± 0.05 2.30 ± 0.04 0.18 (1,33) 0.67 1.3 
1Includes bone mass and controls for structural body size (see text for details). 
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Table 1.2: Effects of thermal treatments, body mass on BMR and Msum and least square means 
(s.e.m) per treatment. 
  Treatment Body mass Interaction Cold Thermoneutral % difference 
  F (df) P F (df) P F (df) P (Watts) (Watts)  
BMR 7.15 (1,33) < 0.05 0.0002 (1,33) 0.99 5.65 (1,33) < 0.05 0.23 ± 0.005 0.22 ± 0.004 4.5 
Msum 36.8 (1,36) < 0.0001 16, 1 (1,36) < 0.001 - - 1.65 ± 0.03 1.38 ± 0.03 19.6 
 
Analyses were conducted using R Studio (3.3.1) and JMP Pro (12.0.1). In all analyses, we 
eliminated non-significant interactions and variables to obtain final models. Normality of 
model residuals was confirmed in using Shapiro-Wilk tests and we used Cook distance test 
to identify outlier values and remove them from analyses.  
 
Results  
Treatment effect on body composition. Birds from both groups did not differ prior to 
treatment. There was no significant effect of treatment on furcular fat score (F1,47 = 2.4, P = 
0.1), structural body size (F1,46 = 1.2, P = 0.3) or body mass (F1,47 = 0.97, P = 0.3). Groups 
did not differ in sex ratio either (χ² = 0.19, P = 0.66, sex determined during dissection). 
After 28 days of acclimation, differences were detected (Table 1.1). At the end of 
acclimation, cold-acclimated birds were eating 43.5% more food but nevertheless had, at 
the time of dissection, 27–30% less fat than individuals maintained at thermoneutrality 
(Table 1.1). Despite this difference in fat content, post-acclimation body mass did not differ 
significantly between treatments (Table 1.1). Among organs, only the heart (fresh mass), 
lungs, pancreas and leg muscles differed between experimental temperatures (Table 1.1). 
Cold-acclimated birds had a 10.7% and a 8.0% smaller lungs and legs muscles but had a 
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14.3% and a 95.8% larger heart and pancreas, respectively. No other organs differed 
between treatments, including pectoralis muscles, carcass, digestive and excretory organs. 
Total lean dry muscles mass differed by less than 1% between treatments (Table 1.1). 
Influence of temperature and body composition on metabolic performance. Cold-
acclimated birds had a BMR 4.5% higher on average than individuals kept at 
thermoneutrality, but the temperature effect depended on body mass (interaction body 
mass*treatment, Table 1.2). Indeed, although the influence of body mass on BMR was 
clear at thermoneutrality (independent regression r2 = 0.61, n = 19, P < 0.0001), this effect 
appeared uncoupled at −10 °C (independent regression: P = 0.99, Fig. 1.1a). Therefore, 
most birds kept in the cold had a BMR as high as the heaviest birds kept at thermoneutrality 
(Fig. 1.1a). Ranking independent ANCOVA models for relationship between organ mass 
and BMR revealed a clear influence of skeletal muscle mass on BMR (Table 1.3). 
The model including total muscle mass (Fig. 1.1b) ranked first followed by the 
models including skin, carcass, leg and pectoralis muscle (Fig. 1.1c). Digestive, cardio-
pulmonary and excretory organs all ranked after these organs and thus apparently had less 
influence on BMR variation (Table 1.2). Msum was 19.6% higher in cold-acclimated birds 
when considering the significant effect of body mass (Table 1.2, Fig.1. 2a). As for BMR, 
muscles had a prominent influence on Msum variation. Total muscles (Fig. 1.2b), pectoralis 
muscles (Fig. 1.2c), leg muscles and carcass were all positively correlated with Msum and 
ranked first based on BIC values for independent ANCOVA models (Table 1.4). 
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Figure 1.1. Relationships between BMR and body mass or lean dry mass of skeletal 
muscles in black-capped chickadees: (a) body mass, (b) total lean dry muscle mass 
(including bones), (c) lean dry pectoralis muscle mass (filled circles: 27°C, open circles: 
-10°C). 
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Discussion 
In this experiment, we expected higher thermogenic capacity in cold-acclimated birds 
relative to individuals kept at thermoneutrality and predicted that this difference would not 
result from larger skeletal muscles in the cold. Our data support this hypothesis as cold-
acclimated individuals had an Msum 20% higher but had smaller leg muscles and did not 
develop larger pectoralis, carcass or total muscles than birds kept at 27°C. We also 
expected that variation in BMR would correlate with digestive and excretory organs if there 
were no major differences in muscle mass between treatments, or with skeletal muscles if 
their development was part of the response to cold. This hypothesis was only partially 
supported since skeletal muscles did correlate positively with BMR across treatment 
despite a lack of increase in muscle mass in the cold. Birds acclimated to −10°C consumed 
on average 44% more food per day during the last 6 days of acclimation than individuals 
kept at 27°C. They also had 5% higher maintenance costs, based on average BMR, and 
20% higher thermogenic capacity, based on average Msum. Therefore, the cold treatment 
was associated with considerable demands for thermoregulation and a consequent 
physiological response. 
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Table 1.3: Correlations between BMR and body composition. Results are from final 
ANCOVA models, including lean dry mass of organ and treatment as variables. 
 Organ Treatment Interaction Adjusted r2 BIC ∆BIC 
 F (df) P F (df) P F (df) P    
Total muscles1 9.8 (1,31) < 0.01 13.7 (1,31) < 0.001 - - 0.33 -163.4 - 
Skin 9.0 (1,31) < 0.01 11.9 (1,31) < 0.01 - - 0.32 -162.7 -0.7 
Carcass1 8.9 (1,31) < 0.01 14.6 (1,31) < 0.001 - - 0.32 -162.6 -0.8 
Legs1 6.4 (1,31) < 0.05 14.5 (1,31) < 0.001 - - 0.28 -160.5 -3.0 
Pectoralis 4.9 (1,31) < 0.05 5.1 (1,31) < 0.05 - - 0.24 -159.0 -4.4 
Lungs 1.8 (1,30) 0.19 8.0 (1,30) < 0.01 5.6 (1,30) < 0.05 0.26 -157.2 -6.2 
Brain 2.6 (1,31) 0.11 9.1 (1,31) < 0.01 - - 0.19 -156.8 -6.6 
Kidneys 2.3 (1,31) 0.14 7.1 (1,31) < 0.05 - - 0.19 -156.5 -6.9 
Heart (wet) 0.99 (1,30) 0.33 6.1 (1,30) < 0.05 - - 0.24 -156.3 -7.1 
Intestine 6.1 (1,31) < 0.05 3.7 (1,30)    0.06 - - 0.17 -155.6 -7.8 
Gizzard 0.74 (1,31) 0.4 5.9 (1, 31) < 0.05 - - 0.15 -154.9 -8.6 
Pancreas 1.2 (1,28) 0.3 6.9 (1,28) < 0.05 - - 0.15 -138.6 -24.8 
Liver 0.12 (1,22) 0.7 2.1 (1, 21)    0.16 - - -0.04 -102.9 -60.6 
1Includes bone mass (see text for details). 
 
Nevertheless, body mass did not differ between treatments. In fact, although we found the 
expected larger heart (based on wet mass) and larger pancreas in cold-acclimated birds, 
these individuals carried 27–30% less body fat and had smaller lungs and leg muscles than 
birds acclimated to thermoneutral conditions. The other components of lean body mass did 
not differ significantly between temperatures although most had higher mean values in cold 
acclimated birds (Table 1.1). Similar body masses between contrasting thermal treatments 
have been reported before but previous captive experiments used milder cold exposure (e.g. 
15°C 38, 61,62). However, in a study using white throated sparrows, Barceló et al.19 reported 
that, when controlling for the effects of food consumption and body size, birds exposed to 
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−8°C had less body fat reserves, despite their heavier mass, compared to individuals kept at 
thermoneutrality (28°C). Therefore, it appears, as suggested by Barceló et al.19, that the 
cold treatment experienced by our chickadees represented a considerable energy challenge 
as for a given amount of food consumed, less nutrients could be converted into fat reserves 
under cold conditions. Larger pancreases in the cold are likely attributable to higher food 
and protein intake19,63,64, but the exact causes for the smaller lungs and leg muscles are 
unclear. As birds maintained at −10°C tended to be less active in their cage (M. Milbergue, 
unpublished observations), this could potentially be attributed to selective nutrient 
investment under a constrained energy budget where some organs like the heart and liver 
(+14% and +18% in the cold respectively) could be favored at the expanse of others. The 
cold acclimated phenotype was associated with 5% higher maintenance costs on average 
but this effect differed between treatments when considering the influence of body mass. 
Indeed, we observed the typical relationship between BMR and body mass in birds at 
thermoneutrality but this relationship was uncoupled in cold-acclimated birds (Fig. 1a). 
This was not a simple effect of the range of data since both BMR and body mass spanned 
roughly the same range of values in both treatments (Fig. 1.1a). It was not a statistical 
“dilution” effect of body fat53 either since this effect lowers mass-corrected BMR values in 
fatter birds53, which in the present case were the birds kept at thermoneutrality. For this 
effect to take place, the lightest birds in the warm treatment (those with the lowest BMR) 
would have had to be the fattest, which was not the case (positive relationship between 
body and total organ fat mass at 27°C, r2 = 0.26 n = 19, P < 0.05). Clearly, physiological 
changes in cold-acclimated birds has led to the observed pattern. The exact mechanism is 
unknown but, given the uncoupled effect of body mass on BMR, these changes are likely to 
have occurred at the cellular levell7,10,18,23,24,65–67. In the observed scenario where 
temperature did not influence skeletal muscle mass, we expected a significant effect of 
digestive and excretory organs on BMR17,19. Instead, total mass of muscles across 
treatments were positively related to maintenance costs. Despite the elevated food intake in 
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the cold, none of the digestive and excretory organs, except pancreas, responded 
significantly to temperature and all of these organs ranked after skeletal muscles for their 
importance on explaining BMR. Skeletal muscles represent 73% of ash-free lean dry body 
mass in free-living wintering chickadees (Petit and Vézina, unpublished data) and 
pectoralis muscles alone represented 17% of total lean dry body mass in our birds 
(Table 1.1). Therefore, without major changes in digestive and excretory organs, the energy 
consumed by resting skeletal muscles in birds under standard BMR conditions likely 
overshadowed the influence of other metabolically active organs such as the gut, liver or 
kidneys. This correlation between pectoralis or skeletal muscles and BMR has previously 
been observed in other avian species25,62,68,69, including free-living black capped 
chickadees26.  
With regards to the relationship between skeletal muscle mass and BMR, an 
important point to consider is that it was only apparent in the thermoneutral group (see 
Fig. 1.1b,c). Independent regression models for total skeletal muscles, pectoralis, leg 
muscles and carcass were all significant at 27°C (r2 = 0.35–0.54, all P < 0.01) but the same 
analyses for birds acclimated to −10°C yielded no significant relationships (P > 0.6 in all 
cases). As stated earlier, and since most of lean body mass was made of skeletal muscles, 
this uncoupling in cold acclimated birds is likely resulting from changes in metabolic 
intensity taking place at the cellular level. For a given body mass, cold-acclimated black 
capped chickadees had 20% higher thermogenic capacity than birds maintained at 
thermoneutrality (Fig. 1.2a). That difference did not result from larger skeletal muscles 
since these organs did not differ between groups (<1% difference in total muscle mass) or 
were smaller (legs) in cold-acclimated birds (Table 1.1).  
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Figure 1.2. Relationships between Msum and body mass and lean dry mass of skeletal 
muscles in black-capped chickadees: (a) body mass, (b) total lean dry muscle mass 
(including bones), (c) lean dry pectoralis muscle mass (filled circles: 27°C, open 
circles: -10°C). 
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The combined mass of the heart and lungs has previously been shown to correlate with 
Msum variation across seasons in our chickadee population26. Recent evidence also 
suggests that cardiovascular functions could play a significant role in thermogenic capacity 
as larger hearts18,25,26,31,37,38,43,60,61 and upregulated. 
With regards to the relationship between skeletal muscle mass and BMR, an important 
point to consider is that it was only apparent in the thermoneutral group (see Fig. 1.1b,c). 
Independent regression models for total skeletal muscles, pectoralis, leg muscles and 
carcass were all significant at 27°C (r2 = 0.35–0.54, all P < 0.01) but the same analyses for 
birds acclimated to −10°C yielded no significant relationships (P > 0.6 in all cases). As 
stated earlier, and since most of lean body mass was made of skeletal muscles, this 
uncoupling in cold acclimated birds is likely resulting from changes in metabolic intensity 
taking place at the cellular level. For a given body mass, cold-acclimated black capped 
chickadees had 20% higher thermogenic capacity than birds maintained at thermoneutrality 
(Fig. 1.2a). That difference did not result from larger skeletal muscles since these organs 
did not differ between groups (<1% difference in total muscle mass) or were smaller (legs) 
in cold-acclimated birds (Table 1.1). The combined mass of the heart and lungs has 
previously been shown to correlate with Msum variation across seasons in our chickadee 
population26. Recent evidence also suggests that cardiovascular functions could play a 
significant role in thermogenic capacity as larger hearts18,25,26,31,37,38,43,60,61 and upregulated 
cardiac physiology25,70,71 are often found in association with cold acclimation or 
acclimatization in birds. In the current study, however, the lungs were smaller and the heart 
(based on wet mass) was larger in cold acclimated birds, but the mass of these organs did 
not correlate with Msum. Therefore, if cardiorespiratory function influences or limits 
thermogenic capacity25, its effect might result from system performance rather than from 
organ size. Complementing previous observations in black capped chickadees43, dark-eyed 
juncos (J. hyemalis)38,39 and white-throated sparrows (Z. albicollis)19, our results support 
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the hypothesis that the enlargement of skeletal muscles is not an absolute prerequisite for 
improving thermogenic capacity in small birds. Enhancement of maximal heat production 
in cold-acclimated chickadees could therefore result from changes occurring at the muscle 
cell level19,39,71–73 and these could take several forms. For example, Teulier et al.72 showed 
that muscovy ducklings (Cairina moschata) were able to increase heat production before the 
onset of leg muscles shivering at temperatures below the lower critical temperature (but 
note that this may not be the case in black-capped chickadees74). 
 
Table 1.4: Correlations between Msum and body composition. Results are from final 
ANCOVA models, including lean dry mass of organ and treatment as variables. All 
interactions were non-significant. 
  Organ Treatment Adjusted  r2 BIC ∆BIC 
  F (df)    P F (df) P    
Total muscles1 14.3 (1,25) < 0.001 31.7 (1,25) < 0.0001 0.33 -26.85 - 
Pectoral 12.0 (1,25) < 0.01 13,9 (1,25) < 0.001 0.32 -25.2 -1.65 
Legs1 10.7 (1,25) < 0.01 31.7 (1,25) < 0.0001 0.32 -24.1 -2.75 
Carcass1 10.3 (1,25) < 0.01 29.1 (1,25) < 0.0001 0.28 -23.8 -3.05 
Skin 4.2 (1,25) 0.05 20.5 (1,25) < 0.0001 0.24 -18.5 -8.35 
Brain 3.8 (1,25) 0.06 20.5 (1,25) < 0.0001 0.26 -18.1 -8.75 
Lungs 2.9 (1,25) 0.10 19.7 (1,25) < 0.001 0.19 -17.2 -9.65 
Pancreas 1.7 (1,22) 0.21 19.6 (1,22) < 0.001 0.19 -15.9 -10.95 
Gizzard 0.92 (1,25) 0.35 13.7 (1,25) < 0.01 0.24 -15.2 -11.65 
Kidneys 0.1 (1,25) 0.75 15.0 (1,25) < 0.001 0.17 -14.3 -12.55 
Heart (wet) 1.0 (1,24) 0.32 8.8 (1,24) < 0.01 0.15 -13.5 -13.35 
Intestine 0.3 (1,24) 0.61 12.0 (1,24) < 0.01 0.15 -12.7 -14.15 
Liver 0.2 (1,17) 0.65 15.1 (1,17) < 0.01 -0.04 -11.1 -15.75 
1 includes bone mass (see text for details) 
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This was associated with an upregulation of avian uncoupling proteins (avUCP) in these 
same muscles, although the thermogenic role of avUCP could not be confirmed. Mathieu-
Costello et al.70 further reported that king pigeons (Colombia livia) decreased aerobic 
muscle fiber diameter and increased muscle vascularization and mitochondrial volume 
density in response to cold acclimation. Similarly, Stager et al.39 observed an upregulation 
of pectoralis muscle genes known to play a role in muscle angiogenesis and repair in 
captive cold-acclimated juncos that had shown no increase in muscle mass. Although Msum 
was higher in cold acclimated birds for a given skeletal muscle mass (Fig. 2b,c), we also 
found, as predicted and previously observed in this and other species10,26,32 significant 
correlations between Msum and lean dry mass of muscles in both cold and thermoneutral 
groups (Table 4, Fig. 2b,c). Consequently, while upregulating cell functions seems to be a 
requirement for improving thermogenic capacity in chickadees (see also19), our data also 
showed that birds with larger muscles still experienced the added benefit of generating 
more heat under acute cold stress and that this was independent from their acclimation 
temperature. If larger muscles are not an absolute prerequisite for improving thermogenic 
capacity, then why are chickadees typically found with larger flight muscles in winter 
compared to summer [e.g. refs26,31]? One possibility is that winter locomotion for active 
foraging and daily fattening during cold, short working days requires a different flight 
pattern leading to larger flight muscles. Given that muscle mass correlates positively with 
Msum at all temperatures, this hypothesis could also potentially explain why a number of 
individuals in our wild source population were found to maintain Msum levels above that 
required to guarantee intra-winter survival75 if these individuals were also the most active 
in that population.  
In sum, our experimental data showed a clear influence of muscle mass on both 
maintenance energy costs, measured as BMR, and maximal thermogenic capacity, 
measured as Msum, in black-caped chickadees. Our results also showed that, although large 
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muscles may be beneficial in terms of heat production capacity, an increase in muscle size 
is clearly not required to elevate Msum in these birds. Instead, improvement in thermogenic 
capacity appear to be related to cellular-level adjustments during cold-acclimation. The 
mechanisms underlying these adjustments deserves further study. 
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CHAPITRE II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DE QUELLES FAÇONS LES FONCTIONS MITOCHONDRIALES SONT-
ELLES IMPLIQUÉES DANS LA CAPACITE THERMOGÉNIQUE ET LE 
MÉTABOLISME BASAL CHEZ DES OISEAUX DE PETITE TAILLE? 
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Résumé 
Nous avons investigué le rôle des fonctions mitochondriales (la fuite de 
protons et la phosphorylation oxydative) dans la réponse aviaire de 
thermorégulation au froid. En utilisant des mésanges à tête noire (Poecile 
atricapillus) acclimatées au froid (-10°C) et à thermoneutralité (27°C), nous avons 
mesuré la capacité respiratoire mitochondriale du muscle pectoral, un organe 
thermogénique, et du foie en tant qu’organe non-impliqué dans la thermogenèse. 
Nous nous attendions à observer chez les oiseaux acclimatés au froid une 
régulation à la hausse de la capacité respiratoire du muscle pectoral qui seraient le 
résultat d’ajustements quantitatifs (densité mitochondriale) et/ou qualitatifs 
(phénotype mitochondrial) de ces fonctions. Nous avions aussi prédit que ces 
changements seraient corrélés à la capacité thermogénique (Msum) et au 
métabolisme basal (BMR). La capacité de respiration mitochondriale a été mesurée 
par le le taux de respiration induit par la fuite de protons et le taux de respiration 
induit par l’activité du complexe I (OXPHOSCI) et du complexe I+II (OXPHOS 
CI+CII) dans le foie et le muscle pectoral. L’activité de la citrate synthase (CS) et de 
la cytochrome C oxydase (CCO) ont également été utilisé comme marqueurs de la 
densité mitochondriale. Nous avons trouvé une augmentation de 26% de l’activité 
de la CS dans le muscle pectoral total et de 39% pour l’activité de la CCO dans le 
foie total des mésanges acclimatées au froid comparativement à celles acclimatées 
au chaud. Les traitements thermiques n’ont pas altéré la capacité de respiration 
mitochondriale dans le pectoral mais nous avons détecté une corrélation positive 
entre le Msum et la fuite de protons dans le muscle des oiseaux acclimatés au froid. 
Le BMR chez les oiseaux acclimatés au froid correlait avec OXPHOSCI dans le 
foie d’une façon différente entre les traitements. Par conséquent, cette étude 
présente certaines évidences que les aspects quantitatifs et qualitatifs des fonctions 
mitochondriales diffèrent entre les températures d’acclimatation chez les oiseaux. 
Certaines de ces fonctions covarient avec la capacité thermogénqiue et le 
métabolisme basal en dépendant de la température et de la masse corporelle. 
 
 
 
 
Mots-clés: acclimatation, froid, mitochondries, Msum, phosphorylation oxydative, 
fuite de protons, oiseaux. 
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Abstract 
We investigated the role of mitochondrial functions (proton leak and 
oxydative phosphorylation) in avian thermoregulatory response to cold 
environment. Using black capped chickadees (Poecile atricapillus) acclimated to 
cold (–10°C) and to thermoneutrality (27°C), we measured mitochondrial 
respiratory capacity of pectoralis muscle, a thermogenic organ, and liver as an 
organ non-involved in thermogenesis. We expected to observe in cold acclimated 
birds an upregulation of pectoralis muscle respiratory capacity that would be the 
result of quantitative (mitochondrial density) and/or qualitative (mitochondrial 
phenotype) adjustments of these functions. We also predicted that these changes 
would correlate with thermogenic capacity (Msum) and basal metabolic rate (BMR). 
Mitochondrial respiration capacity was measured as respiration rate triggered by 
the proton leak and by the respiration rate triggered by activityof complex I 
(OXPHOSCI) and complex I + II (OXPHOSCI+CII) in liver and pectoralis muscle. 
The activity of citrate synthase (CS) and cytochrome c oxidase (CCO) were also 
used as markers of mitochondrial density. We found 26% higher CS activity in the 
whole pectoralis muscle and 39% higher CCO activity in the whole liver of cold 
acclimated chickadees relative to that of birds kept at thermoneutrality. Thermal 
treatments did not alter mitochondrial respiratory capacity in pectoralis muscle but 
Msum correlated positively with mitochondrial leak in the muscle of cold 
acclimated birds. The BMR in cold acclimated birds correlated with OXPHOSCI in 
liver with a pattern that differed between treatments. Consequently, this study 
presents some evidence that quantitative and qualitative aspects of mitochondrial 
functions differ between acclimation temperatures states in birds. Some of these 
functions covary with thermogenic capacity and basal maintenance costs 
depending on temperature and body mass. 
 
 
 
Keywords: acclimation, cold, mitochondria, Msum, oxidative phosphorylation, 
proton leak, birds. 
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Introduction 
Upregulation of thermogenesis in small wintering avian species is typically 
associated with an enlargement of skeletal muscles, heart and digestive organs and 
with elevated physiological maintenance costs (basal metabolic rate: BMR) and 
maximal heat production capacity (summit metabolic rate: Msum; Swanson and 
Liknes 2006; McKechnie 2008; McKechnie and Swanson 2010; Swanson and 
Vézina 2015; McKechnie et al. 2015; Swanson et al. 2017). As shivering appears 
to be the main thermogenic mechanism used by birds living in cold environments 
(Saarela et al. 1995; Hohtola et al. 1998; Marjoniemi and Hohtola 1999; Hohtola 
2004), the seasonal increase in muscles mass is often interpreted as the driver of 
Msum variation. This interpretation is supported by a number of studies showing 
that seasonal evelations of Msum are indeed associated with parallel increases of 
muscle mass (O’Cooper 1995; Cooper 2002; Vézina et al. 2011; Swanson et al. 
2013; Petit et al. 2014; Swanson et al. 2014a; Swanson and Vézina 2015) and by 
correlations between muscle mass and Msum at the individual level (Vézina et al. 
2011; Swanson et al. 2013; Petit et al. 2014; Barceló et al. 2017; Milbergue et al. 
2018). However, recent studies have suggested that metabolic intensity, the energy 
consummed per unit mass of tissue (Vézina and Williams 2005; Swanson 2010), 
may also play a significant role in explaining variation in both BMR and Msum 
(Swanson et al. 2014a; Swanson et al. 2014b; Stager et al. 2015; Milbergue et al. 
2018) and that mitochondrial functions could be a key player in this phenomenon 
(Roussel et al. 1998; Zheng et al. 2008; Teulier et al. 2010; Zheng et al. 2014; 
Stager et al. 2015; Vézina et al. 2017).  
Oxidative phosphorylation is a major mitochondrial process involving the 
electron transport system (ETS), a set of proteins complexes that transfers 
electrons and creates a proton-driving force from either side of mitochondrial inner 
membrane, which is then used to generate ATP, the energetic molecule supporting 
most of cellular processes such as muscle contractions in shivering (Nicholls and 
Ferguson 1992; Silva 2003; Divakaruni and Brand 2010). Higher capacity of 
oxidative phosphorylation could thus allow higher muscle activity (shivering), as 
ATP is required for actine-myosine-ATPase and Ca2+ ATPase activities. Moreover, 
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as oxidative phosphorylation do not succed to transfer all the energy from the food 
maintained in chemical bond into ATP (Rolfe and Brown 1997; Hill et al. 2004), 
heat is produced and this production can be magnified by a proton leak through 
inner mitochondrial membrane (Brand et al. 2005; Divakaruni et Brand, 2010). In 
mammals, mitochondrial proton leak is estimated to represent up to 20-30% of 
basal metabolism (Rolfe and Brand 1996, 1997; Rolfe et al. 1999; Divakaruni and 
Brand 2011) and to be involved in thermogenesis in response to cold through 
activation of uncoupling proteins (Collin et al., 2003; Cannon and Nedergaard, 
2004).  
In birds, the use of leak in non-shivering thermogenesis (NST) has not yet 
been clearly demonstrated. Nevertheless, cold environment can induce higher 
mitochondrial respiratory activity in birds. This has been demonstrated by 
increases in the activity of citrate synthase (CS), a regulatory enzyme of the Krebs 
cycle, and of cytochrome c oxidase (CCO), the last complex of the ETS, in the 
liver, kidneys and muscles of small passerines (Zheng et al. 2008; Liknes and 
Swanson 2011; Vézina et al. 2017). Increases of leak respiration following 
exhaustion of ADP (state 4 respiration of mitochondria) has also been observed in 
liver or muscles of cold acclimatized or acclimated chinese bulbul (Pycnonotus 
sinensis), tree sparrow (Passer montanus) and duckling (Cairina moschata)  
(Roussel et al. 1998; Zheng et al. 2008; Teulier et al. 2010; Zheng et al. 2014). 
However, the involvement of these cellular adjustments in whole organism 
metabolic response to cold still needs clarification. Indeed, although some studies 
have investigated the relationship between Msum variation and mitochondrial 
properties such as lipids transport across membranes (Stager et al. 2015; Vézina et 
al. 2017; Zhang et al. 2017) and CS activity (Swanson et al. 2013; Swanson et al. 
2014b; Stager et al. 2015; Vézina et al. 2017; Zhang et al. 2017), to our knowledge 
no studies have investigated the potential influence of the proton leak and 
oxidative phosphorylation capacity on Msum. 
Mitochondrial respiratory capacity can be adjusted in two ways. Firstly, 
through an increase in mitochondrial density (quantitative change of total 
mitochondrial volume and/or surface) and therefore in enzyme content and 
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maximal enzymatic activity. Such an increase typically enhances aerobic capacity 
(Johnston et al. 1998) and is known to occur both in mammals and birds in 
association with winter or experimental cold conditions (Mathieu-Costello et al. 
1998; Nisoli et al. 2003; Zheng et al. 2008, 2014). Alternatively, or concomitantly, 
changes of respiratory capacity could also occur through adjustments of the 
mitochondrial structure and function (qualitative change). Because of their 
respective location in the mitochondria (matrix and inner membrane), CS and CCO 
activities can be used as proxies of mitochondrial volume and surface density, 
respectively, and thus as proxies of tissue mitochondrial content (Picard et al. 2011 
and 2012; Larsen et al. 2012; Munro et al. 2013), which allows for quantitative 
evaluation of mitochondrial adjustments. On the other hand, reporting 
mitochondrial respiration per unit CS and CCO partly controls for mitochondrial 
content and therefore allows for studying changes in mitochondrial phenotype. 
This approach has been used in fishes, rats, humans and bivalves (Salin et al. 2016; 
Picard et al. 2010; Picard et al. 2011b; Rabøl et al. 2010; Munro et al. 2013) but 
studies on birds are scarce.  
In a recent study (Milbergue et al. 2018), we found that captive cold-
acclimated (-10°C) black-capped chickadees (Poecile atricapillus) increased their 
Msum by 20%, compared to individuals kept at thermoneutrality (27°C), without 
changing the mass of their pectoralis or total skeletal muscles and we suggested 
that the observed improvement in thermogenic capacity required an upregulation 
of cell functions. Here, we present a follow-up study where we documented 
quantitative and qualitative changes in mitochondrial respiratory capacity 
(oxidative phosphorylation and leak) in the liver and pectoralis muscles of these 
same birds with the aim of shedding light on the potential mechanisms involved. 
Pectoralis muscle is a thermogenic organ because of shivering and potentially of 
non-shivering themogenesis that operate in this tissue. Liver, although not an organ 
involved in thermoregulation (Barceló et al. 2017) is used because of its influence 
on BMR (Williams and Tieleman 2000; Zheng et al. 2008; Barceló et al. 2017) and 
as a comparative. If the observed improvement of thermogenic capacity resulted 
from changes in mitochondrial functions, we expected to find higher oxidative 
phosphorylation and/or leak in the cold and that these parameters would be 
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positively correlated with Msum. As changes in metabolic intensity occuring with 
thermal acclimation can influence energy consumption in a resting state, we also 
investigated potential relationships between mitochondrial properties and BMR 
variation. In this particular case, we predicted to observe positive relationships 
between BMR and parameters of oxidative phosphorylation (Zheng et al. 2008; 
Zheng et al. 2013; Peña-Villalobos et al. 2014; Zhou et al. 2016) as well as leak, as 
up to 15-30% of BMR variation has been explained by leak in pectoralis muscle 
and liver of rats (Rolfe and Brown 1997; Rolfe et al. 1999) and because significant 
correlations have been found between BMR and leak in birds (Zhou et al. 2016). 
 
Material and methods 
Animals 
Wild black capped chickadees were captured at the Forêt d’enseignement et 
de recherche de Macpès (48°19N, 68°30W) and lac à l’Anguille (48°25N, 
68°25W), both in eastern Québec, Canada. They were then held in individual 
cages (39 cm × 43 cm × 31 cm) at the avian facilities of the Université du Québec 
à Rimouski under a constant photoperiod (10L:14D). Birds had ad libitum access 
to sunflower seeds, Mazuri small birds maintenance diet (MAZURI® exotic 
animal nutrition, USA) and water. They were fed with 0.20g of living mealworms 
and 0.30g of freshly thawed frozen crickets each day. They also received a 
supplement of vitamins daily (Electrolytes plus, Vetoquinol N.-A.INC, QC, 
Canada) and once per week (Poly-tonine A® complex, Vetoquinol N.-A.INC, QC, 
17 Canada) in their water. Our experimental groups were formed of 24 individuals 
acclimated to -10°C (cold) and 25 individuals acclimated to 27°C (thermoneutral 
zone of this species, Rising and Hudson 1974, Cooper and Swanson 1994) for a 
minimum of 28 days before the experiment.  All bird manipulations have 
respected the Canadian Council on Animal Care (CCAC) guidelines and were 
approved by the animal care committee of the Université du Québec à Rimouski 
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(CPA-60-15-160). They also have been conducted under scientific and banding 
permits from Environment Canada–Canadian Wildlife Service. 
 
BMR and Msum measurement 
 Following thermal acclimation, we carried out metabolic rate measurements 
using the protocol and respirometry setup described by Milbergue et al. (2018) 
with measurements conducted on 4 birds per day (2 per trial). Briefly, each Msum 
trials was conducted on two randomly chosen birds from a same temperature 
treatment and began approximately at 9:00 and at 12:30 (alternating treatments 
between measures). Trial began by exposing the birds, in individual stainless steel 
metabolic chambers (volume = 1350 ml), to temperaures declining by 3°C every 
20 minutes in a 79% helium, 21% oxygen environment (flow rate = 900 ml.min-1, 
start temperature = 3°C for cold acclimated birds and 10°C for birds from the 
thermoneutral treatment). Trial ended when birds became hypothermic, which was 
identifiable as a decline in oxygen consumption for several minutes and confirmed 
by body temperature measured immediately after taking birds out of their chamber 
After Msum, birds were brought back to their cage and had access to food and 
water until BMR measurement, which were conducted on all 4 birds starting at 
around 19:00 (temperature = 30°C, within the thermoneutral zone, Rising and 
Hudson 1974, Cooper and Swanson 1994). Trials ended the following morning (at 
approximately 7:30). For both Msum and BMR, body mass was measured prior to 
and after measurement and the average was used in analyses. Birds were then 
returned to their cages.  
 
Permeabilization of hepatocytes and muscles fibers  
Birds were euthanized by decapitation and biopsies of the right pectoralis 
muscle and liver were sampled in the first 10 min of the bird’s death and weighed 
with a precision balance (Cole-Parmer Symmetry, PA-Series; 0.0001g). These 
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fresh biopsies were then immediately immersed in an ice-cold wash and 
preservation solution (in mM: 2.77 CaK2EGTA, 7.23 K2EGTA, 6.56 MgCl2, 20 
taurine, 0.5 DTT, 50 potassium-methane sulfonate, 5.77 Na2ATP, 15 creatine 
phosphate, and 20 imidazole; pH 7.1, solution I; Scott et al. 2009). We triturated 
biopsies in this solution using dissecting probes to help the penetration of the 
liquid, and transferred them in a permeabilizing solution (mix of solution I and of 
50 µg/ml of saponin) and stirred for 30 min (Pesta and Gnaiger 2011). Tissues 
were then put in a respiration solution (in mM: 0.5 EGTA, 3 MgCl2, 60 K-
lactobionate, 20 taurine, 10 KH2PO4, 20 HEPES, 110 sucrose and 1 g/L fatty acid-
free BSA; pH 7.1, solution II; Kuznetsov et al. 2002), were triturated again with 
dissecting probes and were leaved to stir for 10 min to wash out endogenous 
adenine nucleotides and creatine. After drying them quickly on a soft paper, we 
weighed tissues using an analytical balance (Mettler Toledo, Canada).  
 
Mitochondrial respiratory measurements 
We inserted hepatocytes and muscles fibers (from 0.7 to 2.7 mg wet mass) in 
respiration chambers of a high-resolution respirometer (Oroboros Oxygraph-2k, 
Innsbruck, Austria), in 2 ml of respiration solution (II) at 35°C under continuous 
stirring. Oxygen, glutamate (10 mM) and malate (10 mM) were injected in 
chambers to stimulate non-phosphorylating respiration (i.e. LEAK, the 
mitochondrial respiration in absence of ATP production). Then stepwise additions 
of ADP (5 mM) and succinate (10 mM) were conducted to measure OXPHOS, 
which is the respiration rate induced by the activation of NADH-dehydrogenase 
(CI) and of succinate-dehydrogenase (CII), which provides electrons for the ETS. 
Stable rate of O2 consumption was reached after 5 to 30 min between each addition 
of substrates or inhibitors. In preliminary trials, we tried to stimulate leak and 
oxydative phosphorylation with pyruvate+malate and with lipidic substrates 
(acetyl, octanoyl, palmitoyl carnitines). None of these substrates induced 
significant respiration rate during oxidative phosphorylation. Activity of LEAK, 
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OXPHOSCI and OXPHOSCI+CII are presented as pmol O2.sec-1.mg-1 of wet tissue, 
as well as values calculated for the whole tissue.  
 
CCO and CS activity assays in liver and pectoralis muscle homogenates 
Part of the pectoralis muscle and liver biopsies were frozen in liquid N2 
around 10 min after extraction and stored at -80°C. Later, the frozen tissues were 
weighed and chopped with a razor blade and then homogenized on ice in 9 
volumes of homogenization buffer (in mM: 2 EDTA, 100 TRIS-HCl and 0.05% 
Tween-20; pH 7.5) using an Heidolph DIAX 900 (Sigma-Aldrich, USA) blender 
for 3x10s for pectoralis muscle and 2x10s for liver, at 40% of full power. The 
homogenates were then centrifuged at 4000 g for 5 min in a refrigerated centrifuge 
(Eppendorf 5810R, Germany) to pellet down contractile proteins and cellular 
debris and to recover the supernatant. Part of the homogenate supernatant was 
stored to –80°C to later assays for proteins content in our samples (see below).  
CCO and CS activities were assayed according to Thibeault et al. (1997) 
with a Perkin Elmer spectrophotometer at 35°C. The CCO assay medium 
contained 100 mM potassium phosphate, 100 µM cytochrome C which was 
reduced with 500 mM dithiotreitol at pH 8.0 (final concentration: 4.5 mM). 
Enzyme activity was calculated by following oxidation of reduced cytochrome c 
using an extinction coefficient of 29.5 ml.cm-1.µmol-1 at 550 nm. The CS assay 
medium contained 100 mM Tris, 2 mM EDTA, 0.1 mM 5,5′dithiobis- 
(2·nitrobenzoic acid) (DTNB), 0.2 mM acetyl CoenzymeA (Acetyl CoA) and 0.5 
mM oxaloacetic Acid (OAA), at pH 8.0. Enzyme activity was calculated using an 
extinction coefficient of 13.6 ml.cm-1.µmol-1 at 412 nm. All enzyme assays were 
run in quadruplicate and activities are presented in U.mg-1 of proteins 
(U=µmol.min-1) and as total activity for the whole organ. 
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Proteins content quantification 
Total proteins concentration of the pectoralis muscle and the liver were 
determined using the bicinchoninic acid (BCA) method (Walker 1994). All protein 
assays were run in triplicate with an incubation time of 30 min at 37°C. BSA was 
used for standards. 
 
Statistical analysis 
Our analyses first tested whether thermal treatments (-10°C and 27°C) 
generated quantitative and/or qualitative differences in mitochondrial functions of 
the liver and pectoralis muscle. We therefore investigated the effects of thermal 
treatments on (1) mitochondrial density by comparing the activity of CS and CCO 
between treatments (quantitative). We also (2) studied how treatments affected 
mitochondrial respiratory capacity by testing for treatment effects on LEAK and 
OXPHOS (CI and CI+CII) respiration rate (quantitative). We then (3) determined 
whether temperature generated phenotypic changes in mitochondria (qualitative) 
by testing for effects of thermal treatments on mitochondrial respiratory capacity 
(leak and OXPHOS) reported per unit of CS and CCO activity. These analyses 
were performed using ANCOVA models that included the effect of thermal 
treatment and the effect of body mass as a covariate to consider its effect on tissue 
metabolism (West et al. 2002; Krijgsveld et al. 2012). Models also included the 
interaction treatment*body mass. Furthermore, we investigated (4) the potential 
links between mitochondrial respiratory capacity and maximal heat production, 
measured as Msum, and resting energy consumption, measured as BMR. This was 
done using separate ANCOVA models testing for the effects of each mitochondrial 
parameters (CS, CCO, LEAK, OXPHOS) on Msum and BMR using raw values and 
values per unit CS and CCO. The models included the effects of treatment, body 
mass and the interactions treatment*body mass and treatment*mitochondrial 
parameter.  
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Analyzes were conducted using R Studio (3.3.1) and JMP Pro (12.0.1). In all 
models, we eliminated non-significant interactions and variables. Outliers values 
were discriminated by Cook distance test and removed from analyses if necessary. 
Normality and homoscedasticity of model residuals were confirmed in all analyses 
using Shapiro-Wilk, Bartlett test and the “par” function to visualize residuals 
distribution graphically (Murrell 2005). Unfortunately, the unexpected death of 
some of the birds and technical issues during measurements led to differing sample 
size among treatments and among mitochondrial parameters.  
 
Results 
Markers of mitochondrial density 
There was no significant influence of thermal treatment on CS and CCO 
activities in both liver and pectoralis muscle when expressed per mg of proteins 
(Table 2.1). When considering enzymatic activity for the whole organ (activity per 
unit of proteins multiplied by the total content of protein in the tissue), the activity 
of CS and of CCO were 25.9% and 38.6% higher at -10°C compared to 27°C in 
the pectoralis muscle and the liver, respectively (Table 2.1, Fig. 2.1). Total CS 
activity was also significantly and positively correlated with body mass in the 
pectoralis muscle (Table 2.1, Fig. 2.1). Therefore, birds living in the cold had 
higher total and maximal oxidative capacity in their liver and pectoralis muscles. 
 
Mitochondrial respiration  
Thermal treatment did not affect mitochondrial respiratory measurements of 
pectoralis muscles (all P > 0.25, Table 2.S1). In the liver, we have observed a 
marginally non-significant effect of thermal treatment on LEAK and 
OXPHOSCI+CII normalized by CCO activity, with cold acclimated birds expressing 
lower LEAK/CCO and lower OXPHOSCI+CII/CCO compared to birds maintained  
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Table 2.1: Effect of thermal treatments and body mass on CS and CCO activity. 
Values are means ± s.e.m (µmol.min-1.mg of proteins-1). 
     Treatment          Body mass            Cold       Thermoneutral 
 F (df) P F (df) P   
Liver 
      
CS 0.4 (1,33) 0.55 1.0 (1,30) 0.32 0.14±0.009 0.15±0.008 
CCO 0.5 (1,32) 0.49 13.3 (1,32) <0.001 0.16±0.01 0.17±0.01 
CSTOT 0.9 (1,23) 0.35 8.2 (1,23) <0.01 11.3±0.9 10.1±0.9 
CCOTOT 8.4 (1,24) <0.01 3.0 (1,23) 0.09  14.0±0.95  10.1± 0.95 
Pectoralis       
CS 1.0 (1,33) 0.33 0.4 (1,30) 0.54 2.5±0.1 2.4±0.1 
CCO 0.09 (1,35) 0.76 0.01 (1,32) 0.9 0.14±0.01 0.13±0.01 
CSTOT 7.3 (1,30) <0.05 4.9 (1,30) <0.05 503.4±27.2 399.9±26.3 
CCOTOT 1.0 (1,33) 0.32 0.6 (1,32) 0.44 27.1±3.0 22.9±2.9 
 
 
Figure 2.1: Effect of body mass and treatment on CS activity in 
the pectoralis muscle (–10°C: open circles; 27°C: filled circles). 
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at thermoneutrality (Table 2.2). Our data also showed that LEAK/CS in the liver 
declined with body mass in cold acclimated individuals and remained stable with 
mass in birds acclimated to 27°C (Table 2.2, Fig. 2.2). Independent regression 
analysis showed that this negative relationship with body mass was significant 
only for birds kept at -10°C (adjusted r2 = 0.46, n = 13, P <0.01; P = 0.4 at 27°C). 
In the liver, we observed an interaction between treatment and body mass for 
OXPHOSCI respiration rate (Table 2.2). This was apparent in all cases, for 
absolute values and when normalizing by CS and CCO (Fig. 2.2, Table 2.2). 
OXPHOSCI rate tended to increase with body mass in warm acclimated birds and 
to decrease with mass in cold-acclimated individuals, although independent 
regressions were not significant in any cases (lowest P value = 0.26, range of r2: 
0.02-0.48). Collectively, these results show that the respiration rate induced by 
proton leak and the activity of complexes CI and CII in the liver varied with 
body mass depending on thermal regime (Fig. 2.2). 
 
BMR, Msum and mitochondrial activity 
As observed before (Milbergue et al. 2018), both thermogenic capacity and 
basal metabolic rate were higher in cold acclimated birds than in individuals kept 
at thermoneutrality. In this specific sample of birds, Msum (n = 30) and BMR (n = 
34) were 20.4% and 14.3% higher, respectively, in the cold relative to the warm 
treatment (Msum: F1,27 = 31.2, P < 0.0001; BMR: F1,30 = 13.6, P < 0.001) when 
considering the effect of body mass (Msum: F1,27 = 9.5, P < 0.01, no interaction; 
BMR: F1,30 = 6.5, P < 0.05, interaction: F1,30 = 4.1, P = 0.05).  
Analysis testing the relationship between Msum and mitochondrial 
respiration in muscles confirmed the effect of treatment and body mass on 
thermogenic capacity in the models (Table 2.3). We found that LEAK (per mg of 
tissue, normalized by CS or total) was correlated with Msum (Table 2.3). 
Independent regressions showed no clear relationship at thermoneutrality (per 
mg: P = 0.2; normalized by CS: P = 0.3; whole pectoralis. P = 0.4) but a strong 
covariation between Msum and leak in cold acclimated individuals (per mg: adj. r2 
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= 0.67, n = 11, P < 0.05; normalized by CS: adj. r2 = 0.71, n = 10, P <0.01; whole 
pectoralis: adj. r2 = 0.70, n = 11, P < 0.01, Fig. 2.3).   
 
Table 2.2: Effect of treatments and body mass on mitochondrial LEAK, OXPHOSCI and 
OXPHOSCI+CII in the liver. Values are means ± s.e.m in pmol O2.sec
-1mg tissue-1. C: cold, 
T:thermoneutral. 
  
 Treatment Body mass       Interaction        C T 
 F (df) P F (df) P F (df) P     
Per mg tissue                 
LEAK 0.95 (1,30) 0.3 0.0 (1,30) 1.0 - - 28.5±3.4 33.5±2.9 
/ CS 1.34 (1,26) 0.3 0.35 (1,26) 0.6 6.0 (1,26) <0.05 202.8±31.5 251.1±27.2 
/ CCO 3.9 (1,30) 0.06 0.96 (1,28) 0.3 - - 160.4±33.0 245.2±27.3 
OXPHOSCI 0.9 (1,28) 0.35 0.01 (1,28) 0.9 5.7 (1,28) <0.05 25.3±4.1 30.4±3.5 
/CS 1.5 (1,25) 0.2 0.0 (1,25) 1.0 9.1 (1,25) <0.01 186.8±35.8 245.6±31.9 
/CCO 2.3 (1,26) 0.1 0.73 (1,26) 0.4 7.6 (1,26) <0.05 149.5±34.4 218.6±29.8 
OXPHOSCI+CII 0.28 (1,30) 0.6 0.0 (1,30) 0.95 - - 96.1±9.8 102.6±8.2 
/CS 0.7 (1,29) 0.4 0.07 (1,27) 0.8 - - 713.1±91.2 813.4±77.6 
/CCO 3.8 (1,30) 0.06 0.78 (1,28) 0.4 - - 509.0±85.2 725.3±70.5 
Total                 
LEAK 0.01 (1,23) 0.9 1.4 (1,22) 0.25 - - 2.2±0.3 2.2±0.3 
OXPHOSCI 0.06 (1,20) 0.8 0.9 (1,20) 0.4 5.3 (1,20) <0.05 2.0±0.4 2.1±0.3 
OXPHOSCI+CII 0.02 (1,23) 0.9 3.5 (1,22) 0.07 - - 6.7±0.7 6.8±0.6 
           
  
 
The same pattern was found when analyzing the relationship between Msum and 
LEAK per unit of CCO activity (significant interactions, Table 2.3). Although 
interaction between LEAK/CCO and thermal treatment was significant, 
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independent regressions showed no significant correlation with Msum at –10 °C (P 
= 0.07) as well as 27 °C (P = 0.3) (Table 2.3). Independent regressions per 
treatment showed also that the influence of OXPHOSCI on Msum was not significant 
  
 
Figure 2.2: Relationships between body mass and liver mitochondrial parameters: 
(A) LEAK respiration rate per mg of liver normalized by CS, (B) total OXPHOSCI 
respiration rate. Cold: open circles, thermoneutral: filled circles. 
 
(-10°C: P = 0.2; 27°C: P = 0.2). Therefore, birds expressing high thermogenic 
capacity also had muscle fibers characterized by high levels of mitochondrial leak but 
this effect was only visible in the cold.  
For BMR, we found no influence of mitochondrial content or respiratory 
capacity (only treatment and body mass were significant) in pectoralis muscle. In the 
liver, while considering the effects of treatment and body mass on BMR, we found a 
negative correlation across treatments between BMR and the activity of CCO (Table 
2.4). This effect was, however, very weak (not shown). We also found that BMR 
variation was related to OXPHOSCI and that this influence depended on thermal 
treatment (significant interaction, Table 2.4, Fig. 2.4). But independent regression 
analyzes per treatment showed that the only significant relationship was between total 
OXPHOSCI and BMR in -10°C acclimated birds (-10°C: r2 = 0.39, n = 10, P < 0.05; 
27°C: P = 0.5). Although a similar pattern was also observed when normalizing 
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OXPHOSCI respiration rate with CS or CCO activities, independent regressions 
revealed no significant correlation between BMR and OXPHOSCI in both thermal 
groups. Therefore, we found evidences that mitochondrial functions influence BMR 
differently at -10°C and 27°C but only in the liver. 
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Tableau 2.3: Influence of mitochondrial parameters in pectoralis muscles on Msum. The interactions Treatment*Body mass were non 
significant in all ANCOVA models. 
 Parameter  Treatment  Mass   Parameter*Treatment 
 F (df) P F (df) P F (df) P F (df) P 
Per mg tissue         
LEAK 2.2 (1,19) 0.15 34.5 (1,19) <0.0001 9.4 (1,19) <0.01 12.7 (1,19) <0.01 
/CS 5.0 (1,16) <0.05 30.9 (1,16) <0.0001 4.9 (1,16) <0.05 9.2 (1,16) <0.01 
/CCO 0.9 (1,18) 0.35 24.1 (1,18) 0.0001 6.9 (1,18) <0.05 4.5 (1,18) <0.05 
Total         
LEAK 2.7 (1,19) 0.1 30.9 (1,19) <0.0001 9.9 (1,19) <0.01 9.4 (1,19) <0.01 
/CS 4.4 (1,16) 0.05 29.4 (1,16) <0.0001 4.5 (1,16) <0.05 8.2 (1,16) <0.01 
/CCO 0.9 (1,18) 0.35 24.1 (1,18) 0.0001 6.9 (1,18) <0.05 4.5 (1,18) <0.05 
OXPHOSCI 0.2 (1,16) 0.6 20.6 (1,16) <0.001 9.4 (1,16) <0.01 5.2 (1,16) <0.05 
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Tableau 2.4: Influence of mitochondrial parameters in the liver on BMR. The interactions Treatment*Mass were non 
significant in all ANCOVA models except for CCO (F1, 28 = 5.2, P < 0.05). 
 
 Parameter  Treatment  Mass  Parameter*Treatment 
 F (df) P F (df) P F (df) P F (df) P 
Per mg tissu         
CCO 4.0 (1,28) 0.05 19.7 (1,28) 0.0001 9.9 (1,28) <0.01 - n.s 
OXPHOSCI 
6.4 (1,25) <0.05 20.6 (1,25) 0.0001 16.7 (1,25) <0.001 8.9 (1,25) <0.01 
/CS 8.0 (1,22) <0.01 22.2 (1,22) 0.0001 13.5 (1,22) <0.01 7.3 (1,22) <0.05 
Total         
OXPHOSCI 
8.1 (1,16) <0.05 10.9 (1,16) <0.01 11.4 (1,16) <0.01 9.2 (1,16) <0.01 
 /CCO 5.5 (1,15) <0.05 12.9 (1,15) <0.01 6.6 (1,15) <0.05 4.8 (1,15) <0.05 
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Figure 2.3: Relationships between mitochondrial leak in pectoralis muscle and 
Msum. (A) LEAK respiration rate per mg of tissue, (B) LEAK respiration rate 
normalized by CS activity (C) total LEAK respiration rate, (-10°C: open 
circles; 27°C: filled circles)  
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Figure 2.4: Relationships between mitochondrial respiratory parameters in the 
liver and BMR: (A) OXPHOSCI respiration rate per mg of tissue, (B) 
OXPHOSCI respiration rate normalized by CS (C), total OXPHOSCI 
respiration rate, (10°C: open circles; 27°C: filled circles). 
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Discussion 
 
Assuming that cold acclimation was associated with changes in mitochondrial 
content or respiratory properties, we expected divergences in mitochondrial 
characteristics between cold and warm-acclimated chickadees. We predicted that, if the 
previously observed improvement of thermogenic capacity resulted mostly from 
changes in mitochondrial properties rather than muscle mass (Barceló et al. 2017; 
Milbergue et al. 2018), then oxidative phosphorylation and/or leak should be higher at -
10°C than at 27°C and should correlate positively with Msum. We also expected that 
changes in metabolic intensity resulting from thermal acclimation could lead to 
correlations between BMR and both oxidative phosphorylation and/or leak. Our data 
partially supported these hypotheses. Indeed, we found a higher mitochondrial content, 
resulting in higher oxydative capacity, in the liver and pectoralis muscles of cold 
relative to warm acclimated individuals. Mitochondrial respiratory capacity did not vary 
between treatments in pectoralis muscle. Nevertheless, proton leakage measured in the 
pectoralis did correlate significantly with Msum, but only in the cold treatment.  
 
Markers of mitochondrial content  
Citrate synthase and cytochrome c oxidase are often used as proxies of tissue 
maximal oxidative capacity and it has been shown that their activity increase in the liver 
and muscles of birds acclimated to cold wintering environments or cold experimental 
conditions (O’Connor 1995; Dawson and Olson 2003; Zheng et al. 2008; Liknes and 
Swanson 2011b; Peña-Villalobos et al. 2014; Zheng et al. 2014; Vézina et al. 2017). In 
this study there was no treatment effect on these enzymatic activities when reported per 
mg of proteins but we found a 26% higher total CS activity in pectoralis muscle and a 
39% higher total CCO activity in liver of cold acclimated chickadees compared with 
birds kept at thermoneutrality. Despite being of lower magnitude, this finding 
corroborates the observations of Liknes and Swanson (2011b) who reported a 62.5% 
higher total CS activity in the pectoralis muscles of black capped chickadees wintering 
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in South Dakota relative to summer counterparts. Similarly, Zhou et al. (2016) reported 
higher total CCO activity in the liver of hwamei (Garrulax canorus) acclimated to 15°C 
relative to individuals kept at thermoneutrality (35°C). However, in contrast with our 
observations, Liknes and Swanson (2011b) also found notably higher (52%) CS activity 
per unit wet tissue mass in the pectoralis muscle of wintering chickadees and Zheng et 
al. (2008) reported 37% higher CCO activity per mg of protein in the liver of winter-
acclimatized Eurasian tree sparrow (Passer montanus) relative to birds measured in 
summer. The exact reasons for the discrepancies between these results and our study are 
not obvious but might be induced by the difference of settings between the studies 
(experimental captives vs free living). For example, similar to our observations, Peña-
Villalobos et al. (2014) observed no differences in tissue mass-specific activity of CS or 
CCO between winter and summer in rufous-collared sparrow (Zonotrichia capensis) but 
found a 70% higher total CS activity in flight muscles of cold (15°C) compared to 
warm-acclimated (30°C) captive birds. In our case, it appears that the difference in total 
enzymatic activity between treatments might result from difference in organ mass, at 
least for the liver. Indeed, albeit being non-significant (P = 0.17) Milbergue et al. (2018) 
found that cold acclimated chickadees carried 18% larger livers (lean dry mass). 
Pectoralis muscles however only 5% were heavier in the cold and did not differ 
significantly between treatments.  
 
Mitochondrial respiration  
Given that in our experiment, birds increased thermogenic capacity without 
significantly changing the size of their muscles (Milbergue et al. 2018), we expected to 
find higher oxidative phosphorylation and/or higher leak respiration in muscles of cold-
acclimated birds as this could contribute to heat production mechanism (Duchamp et al. 
1999; Hochachka and Somero 2002; Lowell and Spielgelman 2010). Instead, our data 
revealed no effect of thermal treatment on pectoralis muscle mitochondrial respiration 
when comparing mean parameters between the two groups. This result came as a 
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surprise since proton leak upregulation in endotherms is suspected to dissipate the 
protomotive force in the mitochondria, thus leading to heat production (Duchamp et al. 
1999, Divakaruni and Brand 2011). Several previous studies have reported a higher 
“state 4” respiration in isolated mitochondria of pectoralis muscles of cold acclimated 
birds (Roussel et al. 1998; Teulier et al. 2010; Zheng et al. 2014; Zhou et al. 2016)., It is 
however not uncommon to find inconsistencies among such studies. For instance, 
muscles mitochondria of muscovy ducklings (Cairina moschata) had 38% higher state 3 
respiration in individuals reared at 4°C compared to individuals reared at 
thermoneutrality (25°C, Teulier et al. 2010) and this contrasts with a previous study on 
the same species using the same thermal treatment where no significant difference in 
muscle state 3 respiration was observed (Roussel et al. 1998). Furthermore, another 
study on ducklings reported no effect of thermal treatment (11°C relative to 25°C) on 
oxidative phosphorylation and proton leak in the gastrocnemius muscle (Salin et al. 
2010). Cheviron et al. (2017) also reported no upregulation of genes putatively involved 
in non-shivering thermogenesis in winter compared to summer acclimatized American 
goldfinch and black capped chickadee. Collectively, these findings suggest that the 
cellular adjustments observed in muscles of several species in association with cold 
(Roussel et al. 1998; Zheng et al. 2008; Teulier et al. 2010; Zheng et al. 2014; Stager et 
al. 2015; Zhou et al., 2016) may be context-specific or simply not part of an obligate 
adaptive response to cold environment. Moreover, the presented studies have worked as 
we said with isolated mitochondria but it is shown that working with isolated 
mitochondria versus permeabilized fibers or cells can lead to important differences 
(Kuznetsov et al. 2008; Korzeniewski 2015). 
As for pectoral muscles, we expected to find higher oxidative phosphorylation 
capacity and/or higher leak respiration in the liver. For example, previous studies 
reported higher state 4 respiration in the liver of cold-acclimated Eurasian tree sparrow, 
Chinese bulbul (Pycnonotus sinensis) and hwamei relative to values measured in livers 
of individuals acclimated to summer or to thermoneutrality (Zheng et al. 2008; Zheng et 
al. 2014; Zhou et al. 2016). In contrast with these studies, liver mitochondrial phenotype 
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in our study was likely adjusted to temperature acclimation but in an opposite direction. 
Indeed, both the leak and the rate of electrons entrance in the ETS expressed per unit of 
mitochondrial marker tended to be lower in the cold (OXPHOSCI+CII/CCO 30%, 
LEAK/CCO 35%, Table 2.2) with the effect approaching significance for both variable 
(P = 0.06). This suggest that the electron entrance capacity in the respiratory system 
relative to the reducing capacity of cytochrome oxidase was reduced in association with 
cold acclimation in chickadee’s liver at the level of complex I and II. This therefore 
indicates that, in the liver of cold acclimated birds, the electron pressure in the ETS 
might be lower during non-phosphorylating and phosphorylating respiration or that 
other electron entrance pathways might be prefered in these conditions.  
In the liver, the proton leak (when express per CS) respiration rate varied 
differently with body mass depending on thermal regime. The respiration rate tended to 
decrease with body mass in the cold and to show an opposite or an absence of pattern in 
the thermoneutral treatment (Fig. 2.2). Negative correlations such as those found in the 
current study at -10°C have previously been reported in studies comparing species of 
various body size. For example, proton leak in the liver is negatively correlated to body 
mass in frogs (Roussel et al. 2015), mammals (Porter et al. 1996) and birds (Brand et al. 
2003; Else et al. 2004). This correlation could potentially be explained by variation of 
fatty acyl composition in the mitochondrial membrane. Indeed, across a wide range of 
body mass in birds, from the 13g zebra finches (Taeniopygia guttata) to the 35kg emus 
(Dromaius novaehollandiae), proton conductance correlate positively to 
polyunsaturation and negatively to monounsaturation of phospholipid fatty acyls (Brand 
et al. 2003, this is also found in mammals: Porter et al. 1996; Couture and Hulbert 
1995), supporting the idea that mitochondrial membranes act as a metabolic pacemaker 
(Hulbert and Else, 1999). Liver and muscle mitochondrial membranes from larger birds 
also have less polyunsaturated and more monounsaturated fatty acyl chains than those 
from smaller birds (Hulbert et al. 2002; Brand et al. 2003). Thus, mitochondrial 
membranes of smaller birds are more fluid, and thereby have higher membrane proton 
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conductance (Hill et al. 2004). The exact cause for the apparent lack of body mass effect 
at thermoneutrality is not obvious, however, and will require more study.  
 
Msum, BMR and mitochondrial activity 
In this experiment we found no relationship between maximal thermogenic 
capacity measured as Msum and tissue oxidative capacity measured as CS and CCO 
activity (Swanson et al. 2014b; Vézina et al. 2017). However, Msum was strongly and 
positively correlated with mitochondrial proton leak in the pectoralis. Interestingly, this 
was the case only for cold acclimated individuals, even though the range of leak values 
was the same at -10°C and 27°C (Fig. 2.3). At first glance, the strong positive 
relationship found here between muscle proton leak and Msum suggests that cold-
acclimated birds expressing higher leak values might have benefited from the increase 
in heat generated by less efficient mitochondria. Yet, this result is counterintuitive given 
that there was no treatment effect on leak per se. Therefore, the contribution of 
mitochondrial leak to maximal thermogenic capacity is not straightforward. Moreover, 
even if the range of leak values is similar to cold acclimated birds, those kept at 
thermoneutrality presented no correlation with Msum. It is possible that the proportion of 
mitochondrial capacity used during the Msum varies according to temperature 
acclimation which might partly explain these divergences in correlation. Yet, this result 
will need further investigation by measuring, for example, oxidative phosphorylation 
efficiency (ATP/O2). 
In endotherms a significant part of resting energy requirements results from 
anabolic processes such as lipid membranes formation and proteins turn-over as welle 
as mitochondrial respiration (Rolfe and Brown 1997; Hochachka and Somero 2002; 
Divakaruni and Brand 2010). In birds, BMR variation has been associated in some 
studies with proton leak (Zheng et al. 2008; Zheng et al. 2013b; Zheng et al. 2014), CS 
activity (Pena-Villalobos et al. 2014; Vézina et al. 2017) and oxidative phosphorylation 
(Zheng et al. 2013b; Zheng et al. 2014 but with RMR) in both liver and muscles. We 
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therefore expected to find in chickadees relationships between BMR and parameters of 
oxidative phosphorylation and leak. In our study, BMR was correlated with OXPHOSCI 
respiration rate of the liver but the effect differed between treatments (Fig 2.4). In a 
previous study (Milbergue et al. 2018) we found that the relationship between body 
mass and BMR was uncoupled in cold-acclimated chickadees in such a way that the 
lightest birds had a BMR as high as the heaviest birds whereas BMR was positively 
correlated to body mass at thermoneutrality. We suggested that this phenomenon could 
be rooted in adjustments of metabolic intensity at the cellular level in cold. 
Interestingly, the patterns we observed in liver OXPHOSCI in the present study showed 
that in the cold, the lightest birds had high mitochondrial respiration rates, relative to 
those of larger size (Fig. 2.2), and that overall, cold-acclimated birds with high 
OXPHOSCI respiration rate also had high BMR (Fig. 2.4). The current finding is 
therefore consistent with our previous hypothesis. It suggests that mitochondrial 
adjustments affecting metabolic capacity of internal organs such as the liver might 
contribute to overall resting energy consumption, although this influence might differ 
depending on the acclimation state of the birds. Changes in liver phenotype in 
association with cold acclimation have been reported in several birds species before. 
Reported changes are often increases of liver mass (Williams and Tieleman, 2000; 
Zheng et al. 2008; Petit et al. 2014; Zheng et al. 2014; Barceló et al. 2017), which has 
been identified as a response to elevated cold-induced food consumption (Barceló et al 
2017), and which may significantly influence BMR variation (Chapell et al. 1999; 
Williams and Tieleman 2000; Petit et al. 2014; Barceló et al. 2017). In our experiment, 
cold acclimated chickadees responded as expected, consumming 44% more food on 
average and, although not-significant, having an 18% larger liver than individuals from 
thermoneutral group.  
Our study showed variations in quantitative and qualitative aspects of 
mitochondrial respiration between thermal acclimation states in birds. Some of the 
respiratory parameters covary with maximal thermogenic capacity and basal 
maintenance costs, depending on temperature and body mass. Although the exact 
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mechanism explaining how birds can improve thermogenic capacity without changing 
muscle mass still needs clarification, our study suggests that this capacity is 
nevertheless associated with significant adjustments in muscle mitochondrial 
machinery. Furthermore, this study demonstrated that increase of thermogenic capacity 
is not a result of non-shivering thermogenesis throught an increase of proton leak or 
oxidative phosphorylation. It might also not be the result of an improvement of muscles 
fibers ATP production for shivering. 
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Supplementary material  
 
Table 2.S1: Effect of treatments and body mass on mitochondrial leak, OXPHOSCI and 
OXPHOSCI+CII in the pectoralis muscle. Values are means ± s.e.m. 
 
 
 
 
  Treatment Body mass Cold Thermoneutral 
  F (df) P F (df) P   
Per mg of tissue       
LEAK 0.0 (1,31) 0.9 0.18 (1,29) 0.7 12.0±1.1 12.2±1.0 
/ CS 1.1 (1,28) 0.3 0.0 (1,26) 1.0 10.6±1.2 12.3±1.1 
/ CCO 0.79 (1,30) 0.4 0.27 (1,28) 0.6 209.7±30.6 247.0±28.7 
       
OXPHOSCI 0.0 (1,27) 0.95 0.25 (1,25) 0.6 23.7±4.7 24.1±4.2 
/CS 0.26 (1,24) 0.6 0.12 (1,22) 0.7 20.9±4.5 24.1±4.2 
 /CCO 0.11 (1,26) 0.7 0.12 (1,24) 0.7 442.8±134.1 505.0±124.8 
       
OXPHOSCI+CII 0.46 (1,31) 0.5 0.5 (1,29) 0.5 56.6±7.7 49.5±7.1 
/CS 0.46 (1,28) 0.5 0.57 (1,26) 0.5 44.2±6.9 50.7±6.5 
/CCO 0.03 (1,30) 0.9 0.31 (1,28) 0.6 994.1±191.3 1040.7±179.7 
Total       
LEAK 0.0 (1,30) 0.9 2.7 (1,29) 0.1 4.9±0.6 4.9±0.5 
/ CS 1.4 (1,27) 0.25 0.0 (1,26) 1.0 0.01±0.001 0.01±0.001 
/ CCO 1.0 (1,29) 0.3 0.3 (1,28) 0.6 0.21±0.03 0.25±0.03 
       
OXPHOSCI 0.04 (1,26) 0.8 1.2 (1,25) 0.3 9.6±2.0 9.1±1.8 
/CS 0.1 (1,23) 0.7 0.15 (1,22) 0.7 0.02±0.004 0.02±0.004 
 /CCO 0.08 (1,25) 0.8 0.1 (1,24) 0.7 0.44±0.13 0.50±0.13 
       
OXPHOSCI+CII 1.2 (1,30) 0.3 0.02 (1,29) 0.9 22.8±3.1 18.3±2.9 
/CS 0.2 (1,27) 0.6 0.5 (1,26) 0.5 0.04±0.007 0.05±0.007 
/CCO 0.01 (1,29) 0.9 0.3 (1,28) 0.6 0.99±0.2 1.0±0.2 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
 
L’endothermie, c’est à dire la capacité à produire une chaleur endogène 
indépendamment du milieu environnant, confère chez les oiseaux la possibilité de vivre 
dans des environnements variés tels que ceux situés aux latitudes nordiques où la saison 
hivernale est caractérisée par des températures considérablement froides. Dans ces 
milieux, la thermorégulation devient alors un défi énergétique de taille car ces 
organismes doivent lutter constamment contre la diminution de leur température interne 
et de leurs réserves énergétiques. Ce défi est d’autant plus grand chez les oiseaux 
passériformes de part leur petite taille qui favorise une perte de chaleur accrue 
(Swanson, 2010). Pour réduire les coûts associés à la thermorégulation et vivre dans de 
tels environnements, les endothermes ont recours à des mécanismes d’acclimatation. 
Chez les endothermes de petite taille, ces mécanismes sont essentiellement 
physiologiques. Outre la production d’une chaleur basale résultant de l’ensemble des 
réactions chimiques nécessaires au maintien de l’intégrité des cellules (Lowell et 
Spielgelman, 2000; Silva, 2003), les endothermes bénéficient d’une thermogenèse issue 
de l’activité physique, ainsi qu’une thermogenèse adaptative activée lors de variations 
importantes de températures ambiantes (Lowell et Spielgelman, 2000).  
La thermogenèse adaptative en réponse à la variation de température ambiante 
s’effectue soit au travers du frissonnement musculaire (Hohtola, 2004) soit au travers de 
mécanismes cellulaires n’impliquant pas de frissonnements (Duchamp et al., 1999). Le 
frissonnement a souvent été mis en avant comme le mécanisme universel de 
thermogenèse chez les oiseaux et les mammifères (Hohtola, 2004; Swanson, 2010). 
Chez les oiseaux de petite taille, les muscles pectoraux peuvent représenter jusqu’à un 
tiers de la masse corporelle (Dawson et Carey, 1976; Petit et al., 2014; Vézina et al., 
2017). Ainsi, de par leur taille et leur capacité de frissonnement, les muscles pectoraux 
auraient une influence majeure dans l’amélioration de l’endurance au froid chez les 
passereaux résidents en contribuant à l’augmentation de la capacité thermogénique. 
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D'ailleurs, des corrélations entre la masse des muscles et la capacité thermogénique ont 
souvent été rapportées chez les oiseaux (Swanson, 1991; O'Connor, 1995; Cooper, 
2002; Liknes and Swanson, 2011a; Swanson et Merkord, 2012; Petit et al., 2014; 
Vézina et al., 2017). Cependant, certaines études, bien qu’elles n’aient pas porté 
directement sur cette question précise, ont observé une hausse de la capacité 
thermogénique chez des passereaux acclimatés au froid sans développement parallèle de 
la masse musculaire. Ces résultats contradictoires remettent donc en question la 
nécessité du développement musculaire dans la réponse au froid et suggèrent qu’il y 
aurait certainement d’autres mécanismes en jeu. Les oiseaux pourraient améliorer leur 
endurance au froid via une hausse de la production de chaleur par unité de masse 
tissulaire plutôt que par un gain de masse musculaire. Nous avons ainsi émis 
l’hypothèse 1 dans le chapitre 1 que, même si de gros muscles peuvent être avantageux 
en terme de production de chaleur, le développement de la masse musculaire n’est pas 
un prérequis à une amélioration de la capacité thermogénique (Msum) pendant 
l’acclimatation au froid chez les oiseaux. 
La thermogenèse adaptative chez les oiseaux, qu’elle soit réalisée au travers du 
frissonnement et/ou au travers de mécanismes n’impliquant pas le frissonnement, 
pourrait être modulée autrement que par l’ajustement de la masse musculaire. Plusieurs 
études se sont intéressées à différentes composantes pouvant être impliquées dans cette 
thermogenèse  comme par exemple la capacité à distribuer l’oxygène (Swanson, 1990b; 
O’Connor, 1996; Chappell et al., 1999; Hammond et al., 2000; Petit et Vézina, 2014) et 
les substrats énergétiques  (O’Connor et al., 1995; Liknes et Swanson, 2011b; Swanson 
et al., 2014 a,b; Zhang et al., 2015b; Vézina et al., 2017; Zhang et al., 2017) aux 
cellules, mais aussi à la capacité respiratoire mitochondriale (Teulier et al., 2010; 
Swanson et al., 2014b). La mitochondrie est un élément prépondérant dans le 
métabolisme énergétique, puisqu’elle est le siège de 90% de la respiration cellulaire 
(Rolfe et Brown, 1997). Une partie de cette respiration correspond à la phosphorylation 
oxydative et à la respiration induite par un cycle futile, la fuite de protons au niveau de 
la membrane interne des mitochondries (Rolfe et al., 1999). La phosphorylation 
oxydative génère des molécules énergétiques d’ATP et de la chaleur alors que la fuite 
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de protons ne génère que de la chaleur (Divakaruni et Brand, 2010). Ces deux 
mécanismes pourraient par conséquent être stimulés en réponse au froid afin de 
répondre au besoin de thermogenèse. Mais il semble que les recherches à ce sujet chez 
les oiseaux soient encore trop peu nombreuses car on ne sait toujours pas quel pourrait 
être le rôle de ces mécanismes dans l’augmentation de la capacité thermogénique 
(Msum). Nous avons émis l’hypothèse 2 dans l’étude du chapitre 2 que l’augmentation 
de la capacité thermogénique lors de l’acclimatation au froid chez les oiseaux de petite 
taille implique une hausse de la fuite de protons et/ou de la phosphorylation oxydative 
et que ces ajustements mitochondriaux s’effectuent soit par un changement quantitatif 
(densité en mitochondries) soit/et par un changement qualitatif (propriétés intrinsèques 
du système de respiration) des mitochondries. Ces ajustements prendraient la forme 
d’une augmentation de la capacité (1) à fournir des électrons au système de transport 
des électrons (ETS) au travers de l’apport en NADH ou FADH2 (activité de la citrate 
synthase, CS), (2) à faire entrer les électrons dans l’ETS et à générer un gradient de 
protons (taux de respiration de CI et CII), (3) à évacuer les électrons de l’ETS (activité 
de la cytochrome C oxydase, CCO) et (4) à découpler la phosphorylation oxydative par 
une fuite de protons à travers la membrane interne.. Pour déterminer si ces composantes 
de la respiration mitochondriale sont effectivement impliquées dans l’acquisition d’une 
meilleure endurance au froid, nous avons étudié dans le chapitre 2 l’influence 
potentielle de la température d'acclimatation sur ces deux types de respiration, 
phosphorylante et non-phosphorylante. Nous avons de plus investigué l’existence de 
relations entre ces composantes de la respiration mitochondriale et la capacité de 
thermogenèse (Msum) et le métabolisme basal chez les mésanges à tête noire acclimatées 
à -10 et 27°C.  
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C.1 Chapitre I  
Question 1: La variation de masse musculaire est-elle un prérequis pour devenir plus 
endurant au froid? 
Une de nos principales prédictions était que le Msum serait positivement corrélé à 
la masse des muscles chez la mésange à tête noire, en étant cependant plus élevé dans 
un environnement froid pour une masse de muscle donnée que dans un environnement à 
thermoneutralité. Cette prédiction découle d’études précédentes qui ont documenté, à 
quelques reprises, une hausse de capacité thermogénique en hiver ou au froid en 
captivité sans développement de musculature (Vézina et al., 2011; Swanson et al., 
2014a,c; Barceló et al., 2017) chez des espèces qui sont pourtant connues pour 
développer leur muscles pendant la saison froide, et chez qui une corrélation entre le 
Msum  et la masse des muscles a déjà été documentée, entre autre chez la mésange à tête 
noire (Swanson, 1990, 1991b; Petit et al., 2013, 2014; Vézina et al., 2017). En 
maintenant cette espèce en conditions contrôlées, nous avons pu mettre en évidence 
l’élévation attendue (+20%) du Msum en milieu froid et observer que cette dernière était 
survenue en l’absence de variation significative de la masse des muscles, quels qu’ils 
soient (pectoraux, cuisses, carcasse). Ceci suggère que la hausse hivernale de Msum 
observée a plusieurs reprises dans d’autres études (O’Connor, 1995; Cooper, 2002; 
Swanson et al., 2009; Liknes et Swanson, 2011a; Petit et al., 2013) n’est pas la 
conséquence d’un développement de musculature pendant l’acclimatation thermique. 
Cependant, la capacité thermogénique était tout de même corrélée à la masse 
musculaire, et ce tant à –10°C qu’à 27°C. En d’autre termes, les individus munis de gros 
muscles sont avantagés au niveau de leur thermogenèse, quelle que soit le traitement 
thermique. Le métabolisme musculaire reste donc fortement impliqué dans la 
thermogénèse. L’augmentation de celle-ci se ferait potentiellement au moyen d’un 
ajustement de l’intensité métabolique des tissus, surtout musculaires, par l’activation de 
fonctions cellulaires.  
90 
 
 
Sur la base de ces résultats, nous pouvons supposer que la différence de masse 
musculaire démontrée chez cette espèce (Petit et al., 2013) entre l’hiver et l’été pourrait 
être la conséquence de facteurs environnementaux autres que la température ambiante 
tels que la vitesse du vent ou le temps de recherche alimentaire, poussant les individus à 
faire travailler davantage les muscles du vol. Petit et Vézina (2014), ont démontré que la 
réduction de la surface des ailes entraîne chez la mésange à tête noire une augmentation 
de la masse des muscles et que les individus avec un Msum élevé sont ceux ayant une 
masse de muscles élevée. Donc, à cause de cette manipulation, les individus ont 
développé de plus gros muscles que les individus contrôles pour soutenir le vol. 
Cependant, le traitement (contrôle ou surface des ailes réduite) n’était pas corrélé avec 
le Msum, ce qui est d’ailleurs cohérent avec les résultats de cette étude (l'augmentation 
du Msum n'est pas la conséquence d’un développement de musculature). D’autre part, 
Vézina et al. (2007) ont démontré que chez le bécasseau maubèche (Calidris canutus), 
le développement pré-migratoire de la musculature, en préparation à de longs vols, 
résultait aussi en une hausse du Msum. Ces individus ont donc acquis une meilleure 
endurance au froid par le biais d’un gain de masse musculaire ne résultant pas d’un 
changement de température. Par conséquent, ainsi que suggéré par Petit et Vézina 
(2014), le développement de la musculature chez la mésange à tête noire pourrait être la 
conséquence d’une activité de vol accrue en hiver. La raison principale à cela serait que 
les coûts de thermorégulation étant plus grands qu’en été, l’activité de quête alimentaire 
serait également augmentée afin de répondre au besoin énergétique (+44% de 
consommation alimentaire dans notre étude).  
 
Conclusion: Un gain de masse musculaire n’est pas un prérequis obligatoire à 
l’acquisition d’une meilleure endurance au froid, bien que les individus avec une 
musculature plus développée soient avantagés pour la thermogenèse.  
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Question 2: Quels sont les effets de l’acclimatation au froid sur le métabolisme basal? 
Nous avons obtenu un BMR supérieur de 5% dans le groupe acclimaté au froid 
comparativement au groupe acclimaté à thermoneutralité. Les études qui tentent 
d’expliquer les variations de BMR en fonction de la température ambiante chez les 
oiseaux portent généralement sur l’influence de la masse des organes considérés 
métaboliquement actifs sur le BMR en utilisant une approche corrélative. Plusieurs 
études ont fait ressortir des relations entre le métabolisme de base et les organes 
impliqués dans l’acquisition de l’énergie (i.e. intestin) et l’excrétion (i.e. reins) 
(Swanson, 1991a; Piersma et al. 1996; Williams and Tieleman, 2000; Liu et Li, 2006; 
Vézina et al., 2006; Zheng et al., 2008a; Zheng et al., 2013b; Barceló et al., 2017), ce 
qui a mené à l’interprétation de plus en plus acceptée que la hausse de la consommation 
de nourriture dans un environnement froid mène à un développement de ces organes et, 
conséquemment, à une hausse des coûts de maintenance, visibles sous forme d’une 
hausse de BMR (Barceló et al., 2017, Swanson et al., 2017). Dans le cadre de notre 
étude, en revanche, ces relations n’ont pas été observées. À l’exception du pancréas, 
aucun organe digestif et excréteur (foie, intestin, gésier, reins) n’a présenté de différence 
significative de masse entre les deux températures. En fait, notre étude a plutôt fait 
ressortir une influence importante de la masse musculaire sur la variation de BMR, une 
observation qui rejoint les résultats de Petit et al. (2014) chez les mésanges à tête noire 
et de Vézina et al. (2017) sur le bécasseau maubèche (Calidris canutus). Étant donné la 
proportion de tissu que représentent les muscles dans la masse sèche maigre totale 
(73%), leur influence forte sur le métabolisme au repos n’est donc pas surprenante. Un 
résultat surprenant, par contre, a été l’observation d’un découplage entre le BMR et la 
masse corporelle chez les oiseaux acclimatés au froid alors que cette variable était, telle 
qu’attendue, positivement corrélée à la masse chez les individus maintenus à 
thermoneutralité. Les mésanges acclimatées au froid ont augmenté leur métabolisme 
basal par rapport à celles acclimatées à thermoneutralité et ceci indépendamment d’une 
variation de masse corporelle. Ceci est surprenant étant donné que la masse corporelle 
est en général corrélée à la masse des organes plus qu’à la température ambiante 
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(Swanson, 2010). Il semble donc que cette augmentation de BMR est la conséquence 
d’une augmentation de l’intensité métabolique tissulaire.  
 
Conclusion: Le métabolisme basal est supérieur au froid, relativement à la température 
thermoneutre, et ce ne sont pas les organes digestifs et excréteurs qui sont impliqués 
dans cette augmentation mais essentiellement la musculature. Dans notre expérience, 
l’élévation des coûts de maintenance basale chez les oiseaux acclimatés au froid 
pourrait être la conséquence d’une augmentation d’intensité métabolique dans les 
muscles. 
 
C.2 Chapitre 2 
Question 1: Le densité en mitochondries augmente-t-elle en réponse au froid? 
L’activité enzymatique de la CS et de la CCO a été utilisée comme marqueurs de 
la densité en mitochondries dans les tissus musculaires et hépatiques, la CS représentant 
un marqueur du volume mitochondrial et la CCO, un marqueur de la surface 
membranaire mitochondriale (Picard et al. 2011, 2012; Larsen et al. 2012; Munro et al., 
2013). Nos résultats démontrent que l’acclimatation thermique n’influence pas l'activité 
de la CS et de la CCO rapportée par mg de tissu. Cependant, l'activité totale de la CS 
dans le muscle pectoral et de la CCO dans le foie sont de 26% et de 39% supérieures, 
respectivement, dans le groupe acclimaté au froid relativement au groupe maintenu à 
thermoneutralité. Ceci révèle donc que la capacité à fournir des électrons à l’ETS dans 
le muscle pectoral et la capacité à évacuer ces électrons de l’ETS dans le foie sont 
supérieures chez les individus acclimatés au froid quand on considère l’activité totale. 
Étant donné que la masse du foie est supérieure, bien que non significativement, de 18% 
chez les individus du groupe acclimaté au froid (chapitre 1), nous pouvons envisager 
que celle-ci expliquerait cette augmentation de l’activité de la CCO. Un foie plus large 
impliquerait une plus grande surface totale de mitochondries, donc une plus grande 
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quantité d’enzymes et donc également une plus grande capacité oxydative. En revanche, 
la masse du muscle pectoral est supérieure (non significativement) de seulement 5% 
chez les individus maintenus à –10°C. Il nous est donc plus difficile de conclure dans ce 
cas-ci de la même manière que pour le foie. Vraisemblablement, le fait de multiplier 
l’activté de la CS et de la CCO avec la masse totale de l’organe a permis détecter un 
effect significatif du traitement sur ces activités dans le foie et dans le muscle pectoral. 
 
Conclusion: L’acquisition d’une meilleure endurance au froid ne s’effectue pas par un 
ajustement quantitatif, c’est à dire de la densité en mitochondries, par unité de masse 
tissulaire dans le muscle pectoral ou le foie.  
 
Question 2: Il y a-t-il eu un changement qualitatif de la capacité de respiration 
mitochondriale? 
Étant donné que les muscles sont impliqués dans la thermogenèse, au moins par le 
frissonnement (Hohtola et al., 1998; Marjoniemi and Hohtola, 1999; Hohtola, 2004), 
nous nous attendions à observer un effet du traitement thermique sur les paramètres 
mitochondriaux du muscle. Nous avons cependant constaté dans cet organe une absence 
d’effet du traitement sur (1) la respiration due à la fuite de protons, c’est à dire la 
capacité à produire de la chaleur par un cycle futile, et sur (2) la respiration due à 
l’activité de CI et CII en présence d’ADP, c’est à dire la capacité à générer le gradient 
de protons nécessaire à la production d’ATP. Ceci vient donc rejeter notre hypothèse : 
l’endurance au froid n’est pas améliorée par une thermogenèse sans frissonnement due à 
une fuite de protons mitochondriale ou à la phopshorylation oxydative. Elle n’est 
probablement pas non plus améliorée par une augmentation de la capacité à produire de 
l’ATP dans le cadre de la phopshorylation oxydative. Ceci rejoint les résultats de Salin 
et al. (2010) et Teulier et al. (2010) qui ont observé une absence de variation de la 
phosphorylation oxydative chez des canetons de canards musqués acclimatés au froid. 
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Salin et al. (2010) ont aussi observé une absence de variation de la fuite de protons 
membranaire chez ces mêmes canetons. Cependant, nous pouvons nous interroger à 
propos de ces études d’un possible impact de l’effet de la croissance sur le métabolisme 
des canetons comparativement à notre étude où nous avons travailler avec des oiseaux 
adultes. Par conséquent, si la capacité thermogénique en réponse au froid s’ajuste à 
l’échelle des cellules musculaires, nos résultats suggèrent que cela ne s’opère 
probablement pas au niveau de la capacité de respiration mitochondriale telle que 
mesurée mais plutôt par l'entremise de mécanismes non mesurés.  
Dans le foie, en revanche, nous avons observé une variation de certaines 
composantes de la respiration en réponse au traitement thermique. Notre étude présente 
des évidences de l’existence d’une réduction qualitative au froid de la fuite de protons 
(LEAK) et de la capacité maximale du transport d’électrons dans l’ETS 
(OXPHOSCI+CII) quand normalisés par l’activté de la CCO. Ces résultats s’avèrent 
surprenant car une augmentation de l’intensité métabolique du tissu hépatique était 
également envisagée. L’acclimatation au froid stimule chez des canetons de canards 
musqués (Cairina moschata) l’activation des voies métaboliques tels que la lipogenèse 
et la gluconéogenèse, voies qui consomment de l’énergie (Bedu et al., 2001, 2002). Or, 
nous avons observé une consommation alimentaire supérieure de 44% chez les oiseaux 
acclimatés au froid, suggérant que les besoins énergétiques sont accrus chez ces 
individus, certainement pour répondre aux coûts de thermorégulation. Par conséquent, 
l’intensité métabolique du foie devrait augmenter, à cause de la stimulation des voies 
métaboliques induite par une plus grande consommation de nourriture. Dans notre cas, 
c’est le contraire qui est observé. Bien que toutes les autres valeurs de respiration 
mitochondriale ne diffèrent pas significativement entre les traitements, nos résultats 
révèlent cependant que la respiration non-phosphorylante et phosphorylante est 
globalement inférieure à –10° comparativement à 27°C (Tableau 2.2). Par conséquent, 
même si nous n’avons pas pu le détecter statistiquement, il y a pour une raison que nous 
ignorons, une nette tendance dans nos valeurs à une réduction du métabolisme 
mitochondrial dans le foie chez les mésanges acclimatées au froid.  
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Un autre effet surprenant du traitement observé dans le foie est une influence de la 
masse corporelle sur certains paramètres mitochondriaux, influence qui diffère en 
fonction des traitements thermiques. Ainsi, à –10°C, plus un individu est petit, plus son 
taux respiration non-phosphorylant normalisés par l’activité de la CS (mesure 
qualitative) est élevée, alors qu’à thermoneutralité aucune corrélation n’est observée. 
Bien que nous ne connaissions pas exactement le mécanisme à l’origine d’une telle 
observation, le taux de respiration semble être plus élevé chez les oiseaux les plus légers 
mais ceci spécifiquement chez les individus acclimatés à –10°C. 
 
Conclusion: La respiration phosphorylante et non-phosphorylante du muscle pectoral 
est similaire entre les individus des deux traitments thermiques. L’augmentation de 
l’endurance au froid n’est donc pas le résultat d’une augmentation de thermogenèse sans 
frissonnemment utilisant la fuite de protons ou la phosphorylation oxidative et d’une 
augmentation de la capacité à produire de l’ATP (phosphorylation oxydative) pour 
soutenir une meilleure capacité de frissonnement. En revanche, il semble y avoir dans le 
foie des indivuds acclimatés au froid une réduction de la performance métabolique 
mitochondriale. 
 
Question 3: La respiration mitochondriale est-elle corrélée au Msum ? 
Notre hypothèse étant que le mécanisme de fuite de protons et/ou la 
phosphorylation oxydative sont impliqués, soit par l’apport en chaleur, soit par l’apport 
en ATP, dans la thermogenèse, nous nous attendions à observer une corrélation entre 
l’endurance au froid estimée par le Msum et les paramètres caractérisant la respiration 
mitochondriale dans cette étude. C’est à dire que les individus ayant un Msum supérieur 
seraient aussi ceux ayant une capacité de phosphorylation oxydative ou une fuite de 
protons plus élevée. Nos résultats ont mis en évidence une relation significative entre la 
respiration non-phosphorylante et la capacité thermogénique. Les individus au froid 
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avec un Msum élevé sont ceux ayant un LEAK élevé. Donc, les indivuds avec une plus 
grande capacité thermogénique dans le groupe froid pourrait bénéficier d’un ou des 
avantages que procureraient une fuite de protons membranaire plus élevée. La fuite de 
protons pourrait participer à un autre mécanisme que celui de la thermogenèse et celui-
ci serait suscité lors d’une augmentation de métabolisme (MMR ou Msum). Mais quel 
bénéfice pourrait apporter la fuite de protons à la capacité thermogénique au froid, tout 
en ne variant pas entre les deux traitements? Les principaux éléments qui pourraient 
faire un lien entre la capacité thermogénique et la fuite de protons sont d’une part la 
gestion du stress oxydatif, d’autre part la composition lipidique des membranes 
mitochondriales. Nous allons y revenir dans la fin de cette partie conclusive. 
 
Conclusion: Il existe, chez les mésanges acclimatées au froid, une association entre la 
capacité thermogénique et la capacité de fuite de protons mais cette relation ne peut 
vraisembalement pas témoigner d’un rôle de la fuite de protons dans la thermogenèse 
étant donné l’absence de différence entre les traitements. 
 
C.3. Synthèse générale 
L’objectif premier de cette étude était d’améliorer la compréhension des 
mécanismes régissant la thermogenèse adaptative en réponse au froid chez les oiseaux, 
spécifiquement ceux de petite taille. Des études montrent que l’acclimatation au froid 
chez les oiseaux a pour conséquence une augmentation de l’activité du transport et du 
catabolisme des lipides (Liknes et Swanson, 2011a; Swanson et al., 2014b; Zhang et al., 
2015; Vézina et al., 2017; Zhang et al., 2017), du cycle de Krebs (O’Connor et al., 
1995; Liknes et Swanson, 2011a; Swanson et al., 2014 a, b; Peña-Villalobos et al., 
2014; Vézina et al., 2017) et de la respiration due à la fuite de protons et à la 
phosphorylation oxydative (Roussel et al., 1998; Zheng et al., 2008a; Teulier et al., 
2010; Zheng et al., 2014; Zhou et al., 2016). D’autres études ont cependant observé une 
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absence de variation pour chacune de ces composantes (Sgueo et al., 2012; Salin et al., 
2010; Peña-Villalobos et al., 2014; Zhang et al., 2015; Swanson et al. 2017). Dans notre 
cas, nous n’avons pas observé d’effet clair, marqué du traitement thermique sur la 
respiration due à la fuite de protons et à la phosphorylation oxydative. Évidemment, 
certaines différences entre les études sont potentiellement explicables par des 
différences méthodologiques, certaines techniques étant plus sensibles que d’autres. Par 
exemple, dans le cas de notre étude, nous avons travaillé avec des fibres et des 
hépatocytes perméabilisés alors que la grande majorité des études que nous avons cité 
ont effectué leurs mesures sur des mitochondries isolées. Or, ces deux méthodes 
peuvent engendrer des différences de résultats non-négligeables (Kuznetsov et al., 2008; 
Picard et al., 2011; Korzeniewski, 2015). Il est également possible, tel qu’énoncé 
récemment par Swanson et al. (2014) que la réponse métabolique au froid ne soit pas 
uniforme entre les espèces mais au contraire diversifiée. Vraisemblablement, chez la 
mésange à tête noire, l’acquisition d’une meilleure endurance au froid n’implique ni un 
gain de masse musculaire, ni un gain de thermogenèse résultant de variations au niveau 
de la fuite de protons mitochondriale et de la phosphorylation oxydative 
Nous avons pu constater que le Msum est corrélé à un paramètre mesuré dans le 
muscle (la fuite de protons) et que le BMR est corrélé à un paramètre mesuré dans le 
foie (OXPHOSCI). Bien que nous n'ayons pas observé l’influence attendue de la masse 
du foie sur le BMR, cette différence entre BMR et Msum vient souligner l’idée que le 
muscle est le principal organe impliqué dans la thermogenèse et le foie un des 
principaux organes influençant le BMR (Williams et Tielemant, 2000; Zheng et al., 
2008a; Swanson, 2010; Swanon et Vézina, 2013 ; Barcelò et al., 2017). Le découplage 
de la relation entre le BMR et la masse observée dans le chapitre 1 semble même 
trouver écho dans les corrélations obtenues entre BMR et OXPHOSCI dans le chapitre 2. 
En effet, le BMR ne présentait pas de corrélation significative avec la masse corporelle 
chez les individus acclimatés à –10°C, contrairement à ceux acclimatés à 27°C. 
Cependant, le BMR était positivement corrélé à OXPHOSCI du foie dans le groupe à –
10°C alors qu’aucune corrélation n’était visible dans le groupe à 27°C.  
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C.4. Critiques de l’étude 
C.4.1 Originalité et pertinence 
Une des forces de cette étude réside dans son approche intégrative. Nous avons en 
effet associé aux mesures « systémiques » des mesures effectuées à l’échelle du 
compartiment anatomique et cellulaire, afin d’avoir une meilleure compréhension du 
mécanisme de thermorégulation tel qu’il est opéré in vivo. Ensuite, certaines 
incohérences, comme nous avons pu le voir, sont présentes entre les études portant sur 
l’implication de la variation de masse musculaire dans l’acclimatation au froid des petits 
passereaux. Swanson et al. (2014b) argumentent à ce sujet en mettant en parallèle les 
cas où pour une même espèce, il a été trouvé que dans une étude le Msum et la masse des 
muscles augmentaient mais dans une autre qu’elle ne variait pas. Cependant, malgré ces 
découvertes fortuites observées dans certains cas, notre étude sur la mésange à tête noire 
est la première démonstration expérimentale de la non nécessité de développer de plus 
gros muscles pour augmenter l’endurance au froid. Bien que des mesures de respiration 
mitochondriale aient déjà été corrélées avec le BMR (Peña-Villalobos et al., 2014; 
Zheng et al., 2014; Zhou et al., 2016), notre étude est encore une fois la première à notre 
connaissance qui ait fait le lien avec le Msum, indice d’endurance au froid couramment 
utilisé dans les études d’acclimatation au froid chez des oiseaux adultes. Nous n’avons 
certes pas mis le doigt sur un mécanisme exact à l’origine de l’augmentation de la 
capacité thermogénique observée dans le chapitre 1. Cependant, nous avons remis en 
question les deux idées principales soutenues dans la littérature et expliquant 
l’acquisition d’une meilleure endurance au froid, c’est à dire le gain de masse 
musculaire et la thermogenèse sans frissonnement par la fuite de protons. Ainsi, les 
résultats de notre étude suggèrent qu’il faut envisager d’autres pistes d’étude pour 
améliorer notre compréhension de la thermogenèse adaptative. Nous allons présenter 
certaines d’entre elles à la fin de cette partie conclusive. 
Au niveau méthodologique, la majorité des études (mais voir aussi Scott et al., 
2009; Kuzmiak et al.2012; Fongy et al., 2013) ont travaillé en respiration non-
phosphorylante (stade 4) et phosphorylante (stade 3) de CII seul (Roussel et al., 1998; 
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Zheng et al., 2008a; Teulier et al., 2010; Salin et al., 2010; Montgomery et al., 2011; 
Stier et al., 2013; Zheng et al., 2013; Zheng et al., 2014; Zhou et al., 2016). Afin d’avoir 
une meilleure représentation du système de transport d’électrons dans son ensemble, 
nous avons choisi de considérer les deux complexes permettant l’entrée d’électrons dans 
l’ETS, à savoir CI et CII, et nous avons mesuré la respiration non phosphorylante de CI 
afin de se rapprocher d’avantage des conditions in vivo. CI comme CII sont des sites 
d’oxydation des substrats issu du cycle de Krebs (Nicholls et Ferguson, 1992; 
Divakaruni et Brand, 2010), permettant l’entrée d’électrons dans l’ETS, mais seul CI (et 
aussi CIII et IV) est impliqué dans le transfert de protons de la matrice vers l’espace 
inter-membranaire (Nicholls et Ferguson, 1992; Divakaruni et Brand, 2010). Ainsi, le 
rôle de CI dans la respiration mitochondriale est également à considérer car il se 
pourrait qu’il y ait des modulations d’activité au niveau de ce point d’entrée des 
électrons dans l’ETS. De plus, il semble que CI soit le site majeur de production de 
H2O2, une des espèces réactives de l’oxygène, dans le système de transport des éléctrons 
(Servais et al., 2003).  
 Afin toujours de nous rapprocher des conditions in vivo, nous avons aussi 
travaillé avec des fibres musculaires et des hépatocytes perméabilisés. La plupart des 
études mesurant la respiration mitochondriale chez les oiseaux ont utilisé des 
mitochondries isolées (Zheng et al., 2008a; Teulier et al., 2010; Salin et al., 2010; 
Montgomery et al., 2011; Kuzmiak et al.2012; Stier et al., 2013; Zheng et al., 2014; 
Zhou et al., 2016). Or, il a été démontré que plusieurs des propriétés fonctionnelles clés 
mesurées dans des mitochondries isolées présentent des différences majeures avec celles 
mesurées dans des fibres ou des cellules perméabilisées. Une des raisons serait par 
exemple le fait que les mitochondries ne peuvent plus fonctionner en réseaux comme 
elles le font normalement (Korzeniewski, 2015). L’utilisation de fibres perméabilisées 
serait par conséquent pour le moment la méthode la plus représentative des conditions 
in vivo (Kuznetsov et al., 2008; Picard et al., 2011; Korzeniewski, 2015). 
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C.4.2 Limites du projet  
Travailler sur du tissu vivant s’accompagne de plusieurs contraintes. La qualité de 
la préparation des tissus perméabilisés se dégrade tout d’abord assez rapidement avec le 
temps, la préservation des tissus dans la solution tampon étant limitée à quelques heures 
(~6h pour les souris; Pesta et Gnaiger, 2011). Ainsi, nous avons dû limiter les mesures à 
deux organes, le foie et les muscles, afin d’optimiser les journées de prise de données et 
de s’assurer que les tissus étaient le plus rapidement possible disséqués, perméabilisés et 
soumis à la mesure de respirométrie. Ces contraintes ne nous ont pas permise de 
mesurer l’effet du traitement thermique sur l’activité enzymatique du tissu cardiaque, ce 
qui serait recommandé de faire dans de futures recherches faisant suite à cette étude, 
étant donné son implication dans le métabolisme (Petit et al., 2013, Swanson et al., 
2014a; Vézina et al., 2017; Barceló et al., 2017).  
D’autre part, la manipulation des fibres durant la préparation est également 
déterminante et peut affecter les mesures de respiration, selon que les mitochondries 
dans le tissu soient relativement intactes ou que les membranes aient été brisées 
(Konarsiewski; 2015). Plusieurs enregistrements de respiration mitochondriale ont pu 
être affecté par la façon dont nous avons manipulé les tissus et les bris que cela a pu 
engendrer au niveau des mitochondries. D’ailleurs, l’ajout de cytochrome C durant les 
enregistrements, utilisé pour tester l’intégrité des membranes mitochondriales (Gnaiger, 
2014), a indiqué à plusieurs reprises la présence potentielle d’une perte d’intégrité des 
membranes mitochondriales. Certains enregistrements n’ont pu être utilisés car nous 
n’avons pas réussi pour certains individus à obtenir une stabilisation satisfaisante du 
signal de consommation d’oxygène, possiblement à cause de cette perte d’intégrité ou 
pour une autre raison liée à la manipulation. Nous avons cependant exclu tous les 
enregistrements en question, conservant pour les analyses ceux avec des signaux 
relativement stables.  
Nous n’avons aussi pas pu utiliser des substrats lipidiques pour les mesures de 
respiration mitochondriale, ce qui était envisagé étant donné que les oiseaux utilisent 
essentiellemment les lipides comme substrat énergétique (Vaillancourt et al., 2005; 
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Guglielmo, 2010). Aucun des substrats lipidiques testés (acetyl, octanoyl, palmitoyl 
carnitines) n’a entraîné un signal de respiration satisfaisant. Ainsi, dans une future 
recherche chez la mésange à tête noire faisant continuité à cette étude, il serait pertinent 
d’effectuer de nouvelles mise au point afin de rendre le protocole plus optimal pour les 
mesures de respiration mitochondriale et de réussir à utiliser des substrats lipidiques 
pour se rapprocher des conditions in vivo. 
 Nous avons par ailleurs utilisé la respiration non-phosphorylante (sans ADP dans 
le milieu) due à l’activité de CI comme une mesure indicatrice du niveau de fuite de 
protons. Il a en effet été démontré qu’en l’absence de phosphorylation oxydative, c’est 
essentiellement la fuite de protons qui détermine le taux de respiration dans la 
mitochondrie (Brand et al 1988; Lowell et Spiegelman 2000). Nous avons donc utilisé 
une mesure indirecte de la fuite de protons en utilisant ce taux de respiration non-
phosphorylante. Afin de confirmer l’absence d’effet de la température d’acclimatation 
observé sur cette mesure, nous pourrions compléter cette étude par des mesures de 
conductance protonique (perméabilité au H+ de la membrane mitochondriale) effectuées 
tel que présenté dans Salin et al. (2010) et Teulier et al. (2010). Ensuite, la mesure du 
taux de respiration OXPHOSCI et OXPHOSCI+CII nous a donné une information sur la 
capacité de l’ETS à faire circuler les électrons et ainsi à créer le gradient de protons. 
Nous n’avons donc pas dans ce cas-ci aussi une mesure directe de la production d’ATP 
ou de l’efficacité de l’ATP-synthase. Il serait pertinent de vérifier nos résultats et les 
compléter avec une telle mesure, comme déjà réalisé dans d’autres études chez les 
canetons (Salin et al., 2010; Teulier et al., 2010). Cela permettrait de confirmer ou non 
l’absence d’effet de l’acclimatation thermique sur la production d’ATP mitochondriale. 
Un autre élément que nous n’avons pas considéré dans cette étude est le type de 
population mitochondrie du tissu musculaire. Le muscle squelettique contient deux 
types distincts de population mitochondriale, les mitochondries sarcolemmales (SS) et 
les mitochondries intermyofrillaires (IMF) (Ferreira et al., 2010). Plusieurs différences 
entre ces deux populations de mitochondrie ont été démontrées à travers les études. 
Ferreira et al. (2010) ont observé après analyse protéomique de ces deux populations 
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que les mitochondries IMF seraient plus impliquées dans la phosphorylation oxydative 
fournissant l'énergie nécessaire à la contraction musculaire. La respiration 
mitochondriale en « stade 3 » est 2 à 3 fois supérieure pour les mitochondries IMF 
comparativement aux SS (Cogswell et al., 1993). L’activté de la CCO est de 20% 
supérieure dans les mitochondries IMF et l’activité de la succinate-déshydrogenase 
(CII) est de 40% supérieure dans les mitochondries SS, pour lesquelles il y a également 
une plus faible densité en mitochondries (Cogswell et al., 1993). Roussel et al. (2000) 
ont aussi démontré que la densité en ANT (Adénine Nucléotide Transférase), une 
enzyme assurant le transport de l’ADP à travers la membrane mitochondriale, est 
supérieure dans les mitochondries IMF comparativement aux mitochondries SS. Enfin, 
l’effet d’une acclimatation au froid ou d’un entraînement à un exercice physique 
n'entraîne pas les mêmes variations entre les deux types de mitochondries (Bizeau et al., 
1998; Roussel et al., 2000). Par conséquent, étant donné ces différences de propriétés 
des mitochondries du tissu, il serait judicieux de réitérer notre expérience en prenant en 
compte cet élément. 
 
 
 
C.5 Perspectives  
L’étude ici présente nous a permis de répondre à nos questions initiales mais elle a 
également soulevé de nouvelles questions. Une des plus intéressante d’entre elles est la 
corrélation à –10°C entre l’endurance au froid et la fuite de protons mitochondriale du 
muscle pectoral. Comme il a été suggéré que la fuite de protons pourrait intervenir dans la 
gestion du stress oxydatif, des recherches pourraient être menées pour tester s’il existe une 
corrélation entre l’acquisition d’une plus grande capacité thermogénique et le niveau de 
dommages cellulaires dus aux espèces réactives de l’oxygène (ROS). Nous pourrions ainsi 
mener une recherche où seraient par exemple étudiés en parallèle la conductance 
membranaire aux protons, la peroxydation des lipides et le Msum. Nous pourrions ainsi 
détecter si les individus ayant une plus grande conductance seraient ceux présentant moins 
de dommage causés par le stress oxydatif et une capacité thermogénique supérieure. Ce 
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type d’étude à d’ailleurs déjà été réalisé sur des juvéniles de truite (Salmo trutta) et a 
démontré que les individus ayant le métabolisme basal le plus élevé étaient ceux présentant 
le plus faible taux de ROS en conditions in vivo (Salin et al., 2015). 
Nous nous sommes intéressés dans cette étude à deux mécanismes suscpetibles 
d’être d’être rendu plus performants dans un but de thermogenèse, le frissonnement et la 
respiration mitochondriale à travers le système de transport d’éléctrons.  Le cycle futile 
de la pompe Ca2+ est un autre mécanisme étudié dans certaines études portant sur la 
thermorégulation aviaire et qui pourrait être investiguée dans le cas de la mésange à tête 
noire. Abondante dans le muscle squelettique, la pompe Ca2+-ATPase située sur la 
membrane du réticulum sarcoplasmique (RES) est responsable du transport de Ca2+ du 
cytosol vers la lumière du réticulum, durant la relaxation musculaire. Ce mécanisme 
utilise l’hydrolyse de l’ATP dont une partie de l’énergie libérée sert au transport de ces 
molécules, l’autre partie étant dissipée sous forme de chaleur (Fig. C.1). Il semble par 
ailleurs que l’activité de cette pompe puisse être découplée: des récepteurs à ryanodine 
(RyR) localisée sur la membrane du RES assurent la libération de Ca2+ du lumen du 
RES vers le cytosol alors que la pompe effectue le mouvement inverse (Dumonteil et 
al., 1994; De Meis, 2000, 2001; De Meis et al, 2005). En stimulant l’activité de la 
pompe, la concentration de Ca2+ dans le cytosol diminue et cela va stimuler l’activité 
des RyR pour rétablir le gradient. La pompe va par conséquent fonctionner à perte 
puisque ce mécanisme permet normalement une contraction musculaire or, dans ce cas 
ci, il n’y a pas de travail généré et l’énergie est ainsi perdue sous forme de chaleur (De 
Meis, 2001; Hochachka et Somero, 2002). Dumonteil et al. (1993 et 1995) ont observé 
chez des canetons de canards musqués une hausse de l’expression et de la synthèse des 
protéines Ca2+-ATPase en réponse à une exposition au froid prolongée. Celle-ci 
semblerait ne pas être en lien avec une hausse de l’activité musculaire de frissonnement 
mais plutôt avec une thermogenèse dissociée de celui-ci. Les pompes Ca2+ sont 
fortement impliquées dans le métabolisme cellulaire basal et sont davantage exprimées 
en réponse au froid (Dumonteil et al., 1993 et 1995 chez des canards musqués). En 
revanche, si ce cycle futile était impliqué chez nos mésanges, étant donné qu’une 
consommation futile d’ATP implique une augmentation de la phosphorylation 
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oxydative pour réalimenter le stock en ATP, nous aurions dû normalement observer une 
augmentation de OXPHOSCI et OXPHOSCI+CII. Ce mécanisme n’est peut-être pas 
impliqué dans la thermogenèse adaptative chez la mésange à tête noire mais il serait 
nécessaire de confirmer cela à travers une autre étude chez cette même espèce. 
 
 
Cellule musculaire
Système transport 
électrons
Frissonnement
SERCA
 
Figure C.1: Représentation schématique des trois mécanismes opérant dans les fibres 
musculaires et étant potentiellement à l’origine d’une thermogenèse (modifié, d’après 
Nowack et al., 2017).  
 
 
Enfin, le rôle de la composition lipidique des membranes est également à 
envisager dans de futures recherches. La quantité de membranes lipidiques et leur 
composition agirait comme un « pace maker » sur le métabolisme (Hulbert et Else, 
2000). Les membranes lipidiques des tissus métaboliquement actifs présentent plus 
d’acides gras polyinsaturées et moins de monoinsaturées que dans celles des tissus 
moins actifs. Cette polyinsaturation favoriserait l’augmentation de l’activité des 
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protéines membranaires environnantes, ce qui assurerait ainsi une plus grande 
performance métabolique (Hulbert et Else, 2000; Pierce et al, 2005; Hulbert et al, 
2002). Dans l’évolution de l’endothermie, il est suggéré que des changements au 
niveau du système enzymatique régulant le niveau de saturation des acides gras 
aurait eu pour conséquence une augmentation de la polyinsaturation des membranes 
chez les premiers mammifères et ainsi à une augmentation du taux métabolique 
(Hulbert et Else, 2000). Chez les rats et les humains, un niveau élevé d’acides gras 
polyinsaturés n-6 dans la membrane phospholipidique du muscle a été associée avec 
une meilleure capacité d’endurance (Pierce et al., 2005). Par ailleurs, la 
polyinsaturation des acides gras des membranes est corrélée positivement et la 
monoinsaturation négativement avec la conductance protonique. Donc, la 
composition lipidique des membranes va également déterminer le niveau de fuite de 
protons. Il est donc clair que cette piste de recherche est à envisager fortement étant 
donné le rôle de la composition lipidique des membranes cellulaires dans le 
métabolisme. 
En conclusion, notre étude a contribué à améliorer notre compréhension de 
l'endothermie chez les oiseaux. Elle a permis d’exclure (1) la variation de masse 
musculaire, (2) la thermogenèse sans frissonnement à travers la fuite de protons et 
(3) l’acquisition d’une plus grande capacité à produire de l’ATP pour le 
frissonnement comme mécanismes explicant l'augmentation de l’endurance au 
froid. Les pistes de recherche proposées permettront certainement de préçiser 
encore davantage la compréhension de comment cette caractéristique a évolué chez 
les Vertébrés. 
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